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In immunocompromised patients, the lung is the site of infection of Aspergillus fumigatus. 
The most prominent immune effector cells in the lung are alveolar macrophages and 
neutrophilic granulocytes, which were thought to kill A. fumigatus by the production of 
reactive oxygen intermediates (ROI). Since contact with A. fumigatus hyphae induces the 
“oxidative burst” in the neutrophilic granulocytes, which is coupled with the secretion of ROI, 
reactive nitrogen intermediates (RNI) and degranulation, an important role of this reaction for 
killing A. fumigatus was highly suggested. Therefore, we investigated the enzymatic ROI 
detoxifying system by proteome analysis of A. fumigatus challenged by H2O2. ROI are 
produced by the NADPH oxidase of the neutrophilic granulocytes, which is induced upon 
pathogen recognition. Patients with a defect in the NADPH oxidase show increased 
susceptibility to A. fumigatus infections.  
Therefore, the role of ROI in killing A. fumigatus during infection, the mechanisms of ROI 
detoxification should be tightly regulated in this fungus. Most genes responsible for ROI 
detoxification are regulated by the transcription factors Yap1p and Skn7p in Saccharomyces 
cerevisiae. In this work, we identified the Yap1p and Skn7p homologous proteins AfYap1 
and AfSkn7 in A. fumigatus and demonstrated their analogous function in the regulation of 
ROI detoxification. Nuclear localization of a functional AfYap1-eGFP fusion was detected 
after treatment with H2O2, menadione or diamide, demonstrating the similar mechanism of 
activation of this transcription factor in A. fumigatus. By proteome analysis, the regulatory 
function of AfYap1 under oxidative stress was shown. Deletion of either Afyap1 or Afskn7 in 
A. fumigatus led to increased sensitivity of the strains to H2O2 and tBOOH. The deletion of 
Afyap1 or Afskn7 and the double deletion of the two transcription factors did not result in 
attenuated virulence in a neutropenic mouse infection model.  
Co-incubation of A. fumigatus conidia with macrophages showed, that the production of ROI 
by these immune effector cells is essential for the defence against the fungus, since the 
addition of glutathione decreased killing of conidia. Interestingly, the co-incubation of conidia 
of the Afyap1 and Afskn7 deletion mutants with macrophages did not show an altered killing 
rate compared to the wild type. Therefore we hypothesize an important role for ROI in 
activation of killing mechanisms against A. fumigatus conidia by macrophages. Coincubation 
of A. fumigatus hyphae with neutrophilic granulocytes did not show an influence of the 
presence of ROI on the killing rate of A. fumigatus. Moreover, no altered killing rate of the 
Afyap1 or Afskn7 deletion mutant compared with the wild type was observed. These data 
challenge the hypothesis that ROI such as superoxide anions and peroxides play a direct role 
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in killing of A. fumigatus. This conclusion was further supported by the finding that killing of 
A. fumigatus wild-type and ∆Afyap1 mutant germlings by human neutrophilic granulocytes 
worked equally well irrespective whether glutathione or an NADP-oxidase inhibitor was 
added to the cells. 
To elucidate the killing mechanism of A. fumigatus by granulocytes and the corresponding 
defence mechanism of the fungus, we compared the response of A. fumigatus to neutrophilic 
granulocytes after different times of co-incubation by proteome analysis. According to this 
analysis there are several potential targets in A. fumigatus that might be attacked by the 
neutrophilic granulocytes which need to be analysed further.  
Since the importance of ROI for killing of A. fumigatus by neutrophiles is questionable, the 
role of RNI on the killing of A. fumigatus by macrophages and neutrophilic granulocytes was 
studied. NO is produced by the NO synthase of immune effector cells. After pathogen 
recognition, NO synthase production is stimulated by similar cytokines that are required for 
ROI induction. It is therefore very likely that both radicals are present in infected tissue and 
that they interact to form highly reactive intermediates like e.g. peroxynitrite. The addition of 
the NO synthase inhibitor L-NAME to the confrontation assay of macrophages and A. 
fumigatus showed that NO radicals are not essential for the killing of conidia by macrophages. 
In co-incubation experiments of neutrophilic granulocytes with A. fumigatus hyphae, 
however, a slight effect of L-NAME on the killing was suggested. Proteome analysis of the 
response of A. fumigatus to NO stress induced by DETA NO showed induction of the general 
stress and ROI response. NO specific response indicated by the induction of the homologs of 
the flavohemoglobin denitrosylase and the nitrosoglutathione reductase of Cryptococcus 
neoformans was only slightly induced under these conditions. Therefore, the role of NO 
radicals in the defence against A. fumigatus and the mechanisms by which A. fumigatus 





Aspergillus fumigatus ist ein opportunistisch pathogener Pilz, der die Lunge von 
immunokomprimierten Patienten infizieren kann. Die Immuneffektorzellen der Lunge werden 
in erster Linie durch Alveolarmakrophagen und neutrophilen Granulozyten repräsentiert, die 
bei Pathogenerkennung reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) sekretieren. Lange Zeit wurde 
angenommen, dass die hohen Konzentrationen an ROI auch bei A. fumigatus-Infektionen der 
Pathogenabwehr dienen. Patienten mit einem Defekt der NADPH-Oxidase, die für die ROI 
Produktion der Immuneffektorzellen essentiell ist, zeigten gegenüber vielen Pathogenen, u.a. 
gegen A. fumigatus, erhöhte Suszeptibilität.  
Die Fähigkeit des Pathogens ROI effektiv zu detoxifizieren ist demnach eine 
Grundvoraussetzung für die erfolgreiche Infektion. In der Hefe Saccharomyces cerevisiae 
sind viele Gene, deren Produkte an der ROI Detoxifizierung beteiligt sind, durch die 
Transkriptionsfaktoren Yap1p und Skn7p reguliert. Die entsprechenden Homologe Afyap1 
und Afskn7 wurden in dieser Arbeit in A. fumigatus identifiziert und charakterisiert. Es 
konnte gezeigt werden, dass AfYap1 in A. fumigatus unter oxidativem Stress durch einen 
ähnlich geregelten Prozess wie in S. cerevisiae im Kern akkumuliert. Des Weiteren konnten 
mittels Proteomanalysen viele AfYap1 Zielgene identifiziert werden, die bereits in S. 
cerevisiae beschrieben wurden. Promotorsequenz- und „Northern blot“-Analysen zeigten 
jedoch, dass anders als in S. cerevisiae die Glutathion-abhängigen Mechanismen zur ROI 
Detoxifizierung hauptsächlich durch AfSkn7 reguliert sind, wohingegen AfYap1 die 
Thioredoxin-abhängigen Mechanismen kontrolliert. Die Deletion der Gene beider 
Transkriptionsfaktoren erhöhte die Sensitivität der Deletionsmutanten gegenüber H2O2 und 
tBOOH. Die Deletion von Afyap1 führte ebenfalls zur erhöhten Sensitivität gegenüber 
Menadion, die Deletion von Afskn7 dagegen zur Menadionresistenz. 
Trotz unterschiedlicher Sensitivität gegenüber ROI zeigten die Deletionsstämme in 
Koinkubationsversuchen mit Immuneffektorzellen wie neutrophilen Granulozyten und 
Makrophagen eine vergleichbare Abtötungsrate. Interessanterweise reduzierte jedoch die 
Zugabe von Glutathion oder die Abtötung von A. fumigatus durch Makrophagen. Die 
Abtötungsrate von A. fumigatus Hyphen durch neutrophile Granulozyten wurde durch die 
Zugabe nicht verändert. Es ist daher davon auszugehen, dass ROI an sekundären 
Machanismen der Abwehr von A. fumigatus Konidien durch Makrophagen beteiligt sind, bei 
der Abtötung von A. fumigatus Hyphen durch neutrophile Granulozyten jedoch keine Rolle 
spielen. Neutropenische Mäuse wurden durch die Deletionsstämme in gleichem Maße wie 
Kurzzusammenfassung 
 IV 
durch den Wildtyp getötet. Erste Infektionversuche mit Cortisonacetat behandelten Mäusen 
lassen einen Effekt der Deletion von Afyap1 und Afskn7 bei der Virulenz in diesem 
Mausmodell vermuten. Proteomanalysen der Stressantwort von A. fumigatus nach 
Koinkubation mit neutrophilen Granulozyten zeigten neben der Stressinduktion der generellen 
ROI Antwort die Induktion einiger Proteine, die vermuten lassen, dass der Pilz mehrere 
verschiedene Schutzmechanismen aktiviert.   
Deshalb wurde die Antwort von A. fumigatus auf reaktive Stickstoffintermediate (RNI) 
untersucht. RNI werden von Immuneffektorzellen bei Pathogenerkennung durch die NO 
Synthase gebildet. Die Stimulation der NO Synthase erfolgt durch dieselben Zytokine, die 
auch zur Induktion der NADPH-Oxidase führen. Die Zugabe des NO Inhibitors L-NAME 
hatte bei der Koinkubation von Makrophagen mit A. fumigatus Konidien keinen Effekt auf die 
Absterberate der Pilze. Hingegen ist ein Effekt sichtbar bei  Koinkubation von A. fumigatus 
Hyphen mit neutrophilen Granulozyten. In Proteomanalysen von A. fumigatus nach 
Stressinduktion mit dem NO Donor DETA NO wurde neben der Induktion der generellen und 
der ROI Stressantwort auch eine leichte Induktion der NO-spezifischen Stressantwort 
festgestellt. A. fumigatus verfügt demnach über Mechanismen sich effektiv vor NO Radikalen 
zu schützen. Die Rolle dieser Mechanismen, bei Infektionen mit A. fumigatus muss in 
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1. Der human-pathogene Pilz Aspergillus fumigatus. 
Der filamentöse Pilz A. fumigatus gehört zur Abteilung der 
Ascomycota und zu den wichtigsten humanpathogenen Pilzen. 
In der Natur ist der saprophytisch lebende Pilz am Abbau von 
totem Pflanzenmaterial beteiligt (Latge, 1999). Von der 
Konidiophore (Abbildung 1) werden 2-3µM große Sporen 
(Konidien) abgeschnürt, die sich durch die Luft verbreiten. Der 
Mensch inhaliert bis zu mehrere hundert Konidien pro Tag. 
Aufgrund ihrer geringen Größe erreichen sie die Alveolen der 
Lunge und werden dort vom Immunsystem erkannt und 
abgetötet (Latge, 1999). Bei Patienten mit defektem 
Immunsystem (wie z.B. bei AIDS- Patienten, Leukämie-
patienten oder Immunsupprimierten nach Transplantationen) 
kann es zu Infektionen mit  A. fumigatus in der Lunge kommen. 
Durch die vermehrte Anwendung von Immunsuppressiva 
aufgrund der steigenden Zahl von Transplantationen und 
Allergien stieg auch der Anteil Aspergillus infizierter Patienten 
in den letzten Jahren dramatisch an (Latge, 2001).  
Die durch A. fumigatus verursachten Krankheitsbilder umfassen 
Allergien, Kolonisierung der Lunge ohne invasives Wachstum bis hin zur invasiven 
Aspergillose (IA) (Brakhage & Langfelder, 2002). Ein großes Problem bei der Behandlung 
von A. fumigatus Infektionen ist die kaum mögliche Früherkennung, die zusammen mit der 
schlechten Therapierbarkeit eine Mortalitätsrate von 50% bis 90% bedingt (Brakhage, 2005, 
Lin et al., 2001). Deshalb ist die Untersuchung des Infektionsprozesses und der Virulenzgene 
von A. fumigatus essentiell für die Entwicklung neuer Medikamente (del Palacio et al., 2003).  
Die Konidien von A. fumigatus sind uninukleär und der Kern ist haploid. Dadurch und durch 
die etablierten dominanten Selektionsmarker die Resistenz gegen Hygromycin, Phleomycin 
und Pyrithiamin verleihen, wird die genetische Manipulation des Pilzes erleichtert (Brakhage 
& Langfelder, 2002). Das Genom von A. fumigatus ist vollständig sequenziert (Nierman et 
al., 2005). Zudem existieren ∆ku80 Stämme, die durch einen Defekt der „non-homologous 
endjoining“ Ligase eine hohe homologe Rekombinationsfrequenz und damit eine große 
Transformationseffizienz aufweisen (da Silva Ferreira et al., 2006, ). Obwohl der sexuelle 
Zyklus von A. fumigatus bisher nicht beschrieben wurde und deshalb einfache genetische 
Manipulationen durch Kreuzung nicht möglich sind, wurden kürzlich die 
Kreuzungsspezifischen Paarungs- und Pheromongene im A. fumigatus Genom identifiziert 
(Paoletti et al., 2005).  
 









1.1 Infektionsverlauf und Abwehrmechanismen des Körpers gegen A. fumigatus. 
Die erste Abwehrlinie des Körpers bei A. fumigatus Infektionen stellen die Alveolar-
Makrophagen dar. In immunkompetenten Organismen phagozytieren sie die Konidien und 
töten sie im Phagolysosom (Philippe et al., 2003) ab. Die Konidienoberfläche ist mit einer 
sogenannten „rodlet layer“ überzogen, die hydrophobe Eigenschaften vermittelt. Eine rodA 
Mutante ohne „rodlets“ war sensitiver gegen das Abtöten durch Makrophagen als der 
Wildtyp. Die Mutation hatte jedoch keinen Effekt auf die Pathogenität im Mausmodel (Paris 
et al., 2003b, Thau et al., 1994). Die Rezeptoren DC-SIGN, TLR2 und TLR4 sind für die 
Erkennung der A. fumigatus Konidien an der Makrophagenoberfläche verantwortlich und 
induzieren die Freisetzung von TNF-α und IL-1α. Beide Zytokine sind für die Rekrutierung 
weiterer Phagozyten essentiell (Dubourdeau et al., 2006a). TLR2-/− Mäuse sind anfälliger für 
A. fumigatus Infektionen als Wildtypmäuse (Serrano-Gomez et al., 2004, Balloy et al., 2005). 
Bei Pathogenerkennung sekretieren Makrophagen ausserdem IL-8 und locken damit 
neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen an. Nicht nur TLR2 und TLR4 sondern 
auch sogenannte PRR „pattern recognition receptors“ sind an der Pathogenerkennung 
beteiligt. Sie führen z.B. zur TNF-α, NO• und IL-6 Sekretion nach Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NFκB (Li et al., 2005).  
A. fumigatus Konidien sind grau grün gefärbt, da sie 1,8-Dihydroxynaphthol-Melanin auf der 
Oberfläche tragen (Brakhage, 2005). Die Polyketidsynthase PksP ist für die Melaninsynthese 
essentiell. PksP Mutanten haben weiße Konidien, zeigen eine erhöhte Sensitivität gegenüber 
reaktiven Sauerstoffintermediaten (ROI) und sind im Mausmodel fast avirulent (Brakhage & 
Liebmann, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass sich nach der Phagozytose von pksP 
Konidien durch Makrophagen mehr Wildtyp-Konidien in Phagolysosomen befanden als pskP- 
Konidien (Brakhage, 2005). Interessanterweise wird auf der Oberfläche der pksP Konidien 
mehr β-1,3-Glucan präsentiert, ein wichtiges Ziel der humanen Immunantwort. Das β-1,3-
Glucan wird durch den Dectin-1 Rezeptor erkannt und führt zur Anheftung der Makrophagen 
und zur Phagozytose der Konidien (Luther et al., 2007).  
Nach der Phagozytose befinden sich Konidien in Phagosomen, die mit Enzymen enthaltenen 
Lysosomen zu Phagolysosomen fusionieren. Späte Phagolysosomen können einen pH von 5 
aufweisen, was optimale Bedingungen für die dort wirkenden Lysozyme und Proteasen 
schafft. Die Behandlung mit einer leichten Base verhindert die Phagolysosomenfusion, 
wodurch bewiesen wurde, dass auch der pH hierbei eine große Rolle spielt (Lee et al., 2003). 
Zu diesem Zeitpunkt wird die NADPH Oxidase zur Produktion von ROI aktiviert 
(Dubourdeau et al., 2006b). Die NADPH Oxidase kann im Mausmodel durch Corticosteroide 
inhibiert werden (Philippe et al., 2003). Ein Defekt der NADPH Oxidase führt zu einer 
erhöhten Anfälligkeit gegenüber Infektionen mit A. fumigatus und anderen Pathogenen 
(Philippe et al., 2003). Deshalb scheinen reaktive Sauerstoffspezies an der Abwehr von A. 
fumigatus Konidien durch Makrophagen massgeblich beteiligt zu sein.  
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Die Konidien, die der Phagozytose durch Makrophagen entgehen, keimen aus und werden 
von neutrophilen Granulozyten attackiert. Granulozyten adhärieren an der Hyphen-oberfläche 
und induzieren den „oxidativen burst“ und Degranulation (Diamond & Clark, 1982, Diamond 
et al., 1978, Meshulam et al., 1995). Der „oxidative burst“ beschreibt die Freisetzung von 
Superoxidanionen, die zuvor durch die NADPH Oxidase gebildet wurden. Die Aktivierung 
der NADPH Oxidase ist vermutlich über einen Proteinkinase C (PKC) kontrollierten 
Signaltransduktionsweg reguliert (Inoguchi et al., 2003). Die Myeloperoxidase setzt die 
gebildeten Radikale zu hypochloriger Säure um.  
Es konnte gezeigt werden, dass primäre Granula kationische Proteine, Myeloperoxidase und 
Metalloproteasen enthalten, wohingegen sekundäre Granula Collagen, Lactoferrin und 
Histaminidase enthalten (Borregaard & Cowland, 1997). Auch Defensine und kationische 
Peptide sind an der Abtötung von A. fumigatus Hyphen durch Granulozyten beteiligt (Levitz 
et al., 1986, Okamoto et al., 2004). Ein Defekt der Myeloperoxidase macht Patienten 
ebenfalls anfällig für Aspergillus- und Candida-Infektionen (Aratani et al., 2002). Da ein 
Ausfall der Produktion reaktiver Sauerstoffintermediate zu einer erhöhten Suszeptibilität 
gegen A. fumigatus führt, könnte auch bei neutrophilen Granulozyten dieser 
Abwehrmechanismus gegen A. fumigatus eingesetzt werden.  
In immunsupprimierten Patienten kann das Auskeimen der A. fumigatus Konidien nicht vom 
Immunsystem verhindert werden und die Hyphen wachsen ins Lungengewebe ein (Ruchel & 
Reichard, 1999). Das invasive Wachstum von A. fumigatus aktiviert inflammatorische Zellen, 
die weitere Schäden im Gewebe verursachen (Stephens-Romero et al., 2005). Schäden durch 
A. fumigatus können folglich durch Hyphenwachstum ins Gewebe entstehen, auch weil der 
Pilz Toxine und Proteasen sekretiert. Das von Hyphen sekretierte Gliotoxin inhibiert zwar die 
Zusammensetzung des NADPH Oxidasekomplexes aber nicht das Abtöten von Hyphen durch 
neutrophile Granulozyten (Stanzani et al., 2005). Es ist in diesem Zusammenhang jedoch 
fraglich, ob die Konzentration des produzierten Gliotoxins im Wirt zur Inhibition der NADPH 
oxidase führt.  
 
2. Reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) und ihre Rolle im Infektionsverlauf. 
2.1 ROI in der Infektion, Makrophagen und Granulozyten.  
Der Begriff reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) umfasst alle Moleküle, die bei der 
unvollständigen Reduktion von Sauerstoff entstehen. Dazu gehören Superoxidanionen (O2−), 
Peroxidanionen (O22−), Wasserstoffperoxid (H2O2) und Hydroxylradikale (HO•). ROI sind in 
geringen Konzentrationen im Körper als sekundäre Botenstoffe tätig und werden in hohen 
Konzentrationen zur Pathogenabwehr produziert (Lambeth, 2004). Die durch die NADPH 
Oxidase gebildeten ROI sind auch an der Regulation der Mitose, Apoptose und Migration der 
Zellen beteiligt. Die NADPH Oxidase ist für die O2- Produktion von Makrophagen und 
Granulozyten verantwortlich (Inoguchi et al., 2003, Babior, 1999). Sie katalysiert die 
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NADPH abhängige Umsetzung von Sauerstoff O2 zu Superoxidanionen O2−, woraus spontan 
oder durch Superoxiddismutaseaktivität H2O2 entstehen kann.  
Die Übertragung von Elektronen von NADPH auf Sauerstoff durch die NADPH Oxidase wird 
durch mehrere Zwischenschritte über FAD+ und zwei Hämgruppen aus Cytochrom b558 
katalysiert. Cytochrom b558 besteht aus zwei Untereinheiten, gp91phox und p22phox. Die 
Aktivierung des Cytochroms erfolgt durch die Assoziation beider Untereinheiten nach 
Pathogenerkennung. Zusammen mit einer GTPase, p47phox, p67phox und p40phox wird in der 
Membran eine aktive Form der NADPH Oxidase gebildet (Roos et al., 2003). Ein Defekt in 
einer der Untereinheiten (meist p91phox) führt zur Ausbildung der chronischen Granulomatose 
(CGD). Patienten mit CGD sind anfällig für Infektionen mit A. fumigatus, Staphylococcus 
aureus und Serratia marcescens (Roos et al., 2003). Demnach müssen diese Pathogene über 
die Fähigkeit verfügen, sich effektiv gegen ROI zu schützen.  
 
2.2 ROI Detoxifizierungsmechanismen. 
Mikroorganismen schützen sich vor den ROI aus Granulozyten auf unterschiedliche Weisen. 
Mycobacterium tuberculosis besitzt einige noxR Gene mit Katalase- und 
Superoxiddismutasefunktion, die Resistenz gegen H2O2 und NO vermitteln (Ehrt et al., 1997). 
Salmonellen induzieren sogar ihre eigene Phagozytose und schützen sich gleichzeitig durch 
Inhibierung des Actinzytoskeletts der neutrophilen Granulozyten vor der Fusion des 
Phagosoms mit Lysosomen. In der so gebildeten Vakuole können sie in neutrophilen 
Granulozyten überdauern und werden nicht abgetötet. Nebenbei können die so eingelagerten 
Salmonellen auch die Aktivität der NADPH Oxidase hemmen, da sie die erfolgreiche 
Komplexbildung verhindern (Carlyon et al., 
2002).  
Der Redoxstatus der Zelle wird generell 
durch Glutathion, Thioredoxin und NADPH 
reguliert (Lev et al., 2005). Die reduzierten 
Reduktionsäquivalente zur ROI Detoxi-
fizierung werden meist im Pentosephosphat-
zyklus generiert.  
Katalasen sind an der Detoxifizierung von 
ROI beteiligt, da sie H2O2 zu Wasser und 
Sauerstoff umsetzen (siehe Abbildung 2). Die 
Reaktion erfolgt in zwei Schritten. Im ersten 
Schritt wird das Enzym oxidiert und H2O2 zu 
Wasser reduziert und im zweiten Schritt wird 
das Enzym wieder reduziert und Sauerstoff 
entsteht. Katalasen sind als Tetramer aktiv 
und tragen vier Porphyrin-Häm-Gruppen im 
Abbildung 2: ROI Detoxifizierungs-
mechanismen. Superoxiddismutasen 
(Sod), Katalasen (Cat) und Peroxidasen 
(Pox) sind massgeblich an der 
Detoxifizierung von ROI in der Zelle 
beteiligt.   
red./ox. entspricht reduziertem und 
oxidiertem Zustand des Elektronendonors. 
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aktiven Zentrum zur Interaktion mit H2O2. Drei Katalasen in A. fumigatus wurden bereits 
charakterisiert (Paris et al., 2003b). Eine der myzelialen Katalasen Cat2, ist bifunktional als 
Katalase und Peroxidase aktiv. Auch Peroxidasen setzen H2O2 zu Wasser um, benötigen aber 
einen Kofaktor wie Thioredoxin, Glutathion oder die Häm-Gruppe der Katalase als 
Elektronendonor (Abbildung 2). Sie enthalten meist selbst Häm-Gruppen oder Cysteinreste 
(Selenocystein) zur Reaktion mit oxidativen Agentien. Die Deletion des Gens der 
sporenspezifischen Katalase catA in A. fumigatus führte zu einem H2O2 sensitiven Phänotyp 
aber keinem veränderten Abtöten der Konidien durch Alveolarmakrophagen. Die 
Doppeldeletion der Gene der myzelialen Katalase cat1 und der bifunktionalen Katalase-
Peroxidase cat2 erhöhte nur unwesentlich die Sensitivität des Pilzes gegen ROI und führte zu 
einer geringen Attenuation im Ratteninfektionsmodel (Paris et al., 2003b). Da Katalasen und 
Peroxidasen die einzigen Enzyme sind, die H2O2 direkt detoxifizieren können, kann die 
Bedeutung von H2O2 bei der Immunabwehr von Aspergillus Infektionen durch die Analyse 
der Aktivität dieser Enzyme bei der Infektion geklärt werden.  
Superoxiddismutasen (Sod) katalysieren die Umsetzung von Superoxidanionen (O2-) zu 
Wasserstoffperoxid (H2O2) (Abbildung 2). Die Reaktion erfolgt in zwei Schritten. Zuerst 
reagiert die oxidierte Form des Enzyms mit einem Superoxidanion unter Bildung von 
Sauerstoff und der reduzierten Form des Enzyms. Diese Form reagiert anschliessend weiter 
mit einem zweiten Superoxidanion und zwei Protonen, wodurch H2O2 und die oxidierte Form 
des Enzyms entsteht. Das entstandene H2O2 wird anschliessend durch Katalasen abgebaut.  
In A. fumigatus wurden bereits die Cu/Zn Superoxiddismutase und die Mn 
Superoxiddismutase beschrieben (Fluckiger et al., 2002, Holdom et al., 2000). Die Cu/Zn 
Superoxiddismutase ist in A. fumigatus extrazellulär an der Zellmenbran assoziiert, weshalb 
bei vielen Patienten mit IA Antikörper gegen dieses Protein im Blut nachweisbar sind 
(Holdom et al., 2000). Die Deletion des Cu/Zn Superoxiddismutasegens sod 1 führte in 
Candida albicans zu einer gestörten Transition von Hefe- zu Hyphenwachstum und damit zu 
reduzierter Virulenz (Lamarre et al., 2001). In C. albicans resultierte die Deletion der für die 
Katalase Cat1 und der Superoxiddismutase Sod2 kodierenden Gene in einer Reduktion der 
Virulenz (Chauhan et al., 2006).  
A. fumigatus Deletionsmutanten der Superoxiddismutasegene wurden bisher nicht 
charakterisiert, weshalb die Rolle dieser Enzyme bei der Virulenz noch ungeklärt ist.  
In S. cerevisiae katalysiert das GSH1 Genprodukt den ersten Schritt der Synthese von 
Glutathion. Nach Bildung des Glutathions durch GSH2 wird es durch die NADPH abhängige 
Glutathionreduktase reduziert. Das Thioredoxinsystem ist ähnlich aufgebaut. Es gibt zwei 
Thioredoxine, TRX1 und TRX2, die durch die Thioredoxinreduktase reduziert werden 
(Monje-Casas et al., 2004). Thioredoxin und Glutathion dienen bei der Peroxidasereaktion 
meist als Elektronendonor.  
Cryptococcus neoformans besitzt zwei nicht redundante Thioredoxingene, trx1 und trx2. Eine 
Deletion von trx1 führte zur erhöhten H2O2 und NO• Sensitivität, die trx2 Deletion dagegen 
erhöhte nur die NO• Sensitivität. Beide Gene sind für die Virulenz des Pilzes essentiell 
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(Missall & Lodge, 2005). Die Thioredoxingene von A. fumigatus wurden bisher nicht näher 
charakterisiert oder auf ihre Rolle in der Virulenz untersucht. Die Deletion des 
Thioredoxingens in A. nidulans führte zu erheblichen Wachstumsstörungen und erhöhter 
Katalaseaktivität (Thon et al., 2007). Der Einfluss des Thioredoxinredoxsystems auf die 
Virulenz von A. fumigatus bleibt unklar und kann durch die Analyse der ROI Stressantwort 
aufgeklärt werden.  
 
2.3 Regulation der ROI Antwort durch AfYap1 und AfSkn7. 
2.3.1 Der Transkriptionsfaktor Yap1p. 
Yap1p ist das funktionale Homolog des AP-1 Transkriptionsfaktors in Saccharomyces 
cerevisiae und ist für die Regulation der Expression ROI detoxifizierender Gene 
verantwortlich (Harshman et al., 1988). Die Yap1p Aminosäuresequenz enthält einen bZIP 
Leucinzipper zur DNA Bindung und ein Kernexportsignal (nuclear export signal/ NES) (Kuge 
et al., 1997). Die Regulation der Aktivität von Yap1p erfolgt direkt über die Lokalisation des 
Proteins. Bei oxidativem Stress erfolgt die Oxidation der konservierten Cysteinreste am C 
Terminus, woraus eine Konformationsänderung resultiert, die das Kernexportsignal verdeckt. 
Das Exportin Crm1p erkennt das oxidierte Yap1p nicht und der Transkriptionsfaktor 
akkumuliert im Kern. Die Oxidation erfolgt stressabhängig an bestimmten Cysteinen und 
wird durch den Redoxtransducer Gpx3 
vermittelt (Delaunay et al., 2002, Yan et al., 
1998). Die Konformationsänderung bei 
Oxidation führt gleichzeitig zur Freilegung 
der DNA- Bindedomäne im Yap1p Molekül. 
Yap1p ist für die Regulation der ROI 
detoxifizierenden Gene wie z.B. Glutathion 
GSH1, GSH2, Glutathionperoxidase GPX2, 
Thioredoxin-reduktase TRR1 und 
Glutathionreduktase GLR1 in S. cerevisiae 
verantwortlich. Insgesamt reguliert Yap1p 
die Expression von über 40 Genen (Gasch et 
al., 2000, Godon et al., 1998). Yap1p bindet 
an der Konsensussequenz TTA(g/c)TAA 
oder TTAgTcA („Yap1 responsive element“/ YRE). Essentiell für die spezifische Yap1p 
Bindung ist aber anscheinend nur die Sequenz TAAxxTxA (Kuge & Jones, 1994, Wu & 
Moye-Rowley, 1994). Die Reduktion von Yap1p erfolgt über Thioredoxin, obwohl bisher 
keine direkte Interaktion der beiden Proteine nachgewiesen wurde. Eine 
Thioredoxinreduktase- oder Thioredoxin-Mutante zeigte permanente Yap1p Kernlokalisation 
und eine erhöhte Expression der Yap1 Zielgene (Carmel-Harel et al., 2001, Izawa et al., 
1999). Wie bereits erwähnt, führte die Deletion des Thioredoxingens in A. nidulans zur 
erhöhten Katalaseaktivität (Thon et al., 2007). Bei einer Regulation der Katalaseexpression 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der 
Konformationsänderung von Yap1p bei 
Oxidation der Cysteinreste (C) durch den 
Redoxtransducer Gpx3 (modifiziert nach 
Moye-Rowley et al., 2001). 
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durch Yap1, zeigt die erhöhte Katalaseaktivität im Thioredoxindeletionsstamm die Interaktion 
von Yap1 und Thioredoxin bei oxidativem Stress. Es ist davon auszugehen, dass auch in A. 
fumigatus Yap1 und Thioredoxin zur Regulation der ROI Antwort interagieren. 
Das Yap1p Homolog in A. nidulans Nap1 reguliert offensichtlich die Expression ROI 
detoxifizierender Gene, denn eine Deletion des Gens resultierte in einem H2O2, Menadion und 
tBOOH sensitiven Phänotyp (Asano et al., 2007).  
In C. albicans resultierte aus der Überexpression des zu Yap1p homologen Gens cap1 eine 
besseren Überlebensrate des Pilzes bei Koinkubation mit polymorphkernigen, neutrophilen 
Granulozyten (PMN) (Chauhan et al., 2006). Die cap1 Deletion führte zu einer verzögerten, 
aber nicht attenuierten Virulenz in C. albicans. In dem pflanzenpathogenen Pilz Ustilago 
maydis wurde das Yap1p Homolog direkt mit der pathogenen Entwicklung in Verbindung 
gebracht, da eine Deletion zu einer Virulenzreduktion führte (Molina & Kahmann, 2007). Die 
Rolle des zu Yap1p homologen Proteins in A. fumigatus bei der Regulation ROI 
detoxifizierender Gene und bei der Virulenz ist daher auch im Hinblick auf mögliche 
Therapieansätze gegen IA interessant.  
 
2.3.2 Der Transkriptionsfaktor Skn7p. 
Yap1p und Skn7p interagieren in S. cerevisiae bei der Regulation der Expression des 
Thioredoxingens und der Thioredoxinreduktase (Lee et al., 1999).  
Skn7p wurde zuerst in Hefe identifiziert, da es die kre9 Mutation supprimiert, die zu defekter 
Zellwandsynthese führt (Brown et al., 1993). Die Aminosäuresequenz von Skn7p zeigt 
Ähnlichkeit zum Hitzeschockprotein Hsf1p, das DNA Bindeaktivität aufweist und die 
oxidative Antwort der Zelle auslöst (Wiederrecht et al., 1988). Skn7p wird durch 
Phosphorylierung in der Sln1/Skn7 Signaltransduktionskaskade aktiviert und bindet dann an 
der Konsensussequenz GGCTGGCC (Li et al., 1998, He & Fassler, 2005). Skn7p ist alleine 
hauptsächlich an der Regulation von Genen der Zellwandsynthese, des Zellzyklus und der 
Antwort auf osmotischen Stress beteiligt. Skn7p bindet aber auch stromaufwärts des 
Thioredoxingens TRX2 (Morgan et al., 1997),  des Hitzeschockproteingens SSA1 (Raitt et al., 
2000) und des Mannosyltransferasegens OCH1 (Li et al., 2002). Die Skn7p und Yap1p 
Zielgene zur ROI Detoxifizierung in S. cerevisiae sind in Tabelle 1 zusammengefasst (Lee et 








Funktion Skn7p/Yap1p  
Zielgen 
Funktion 
GLR1 Glutathionreduktase CCP1 Cytochrom C Peroxidase 
GSH1 Glutathion CCT1 Cytosolische Katalase T 
TAL1 Transaldolase AHP1 Peroxiredoxin 
ZWF1 Glc-6-P-DH TRR1 Thioredoxinreduktase 
OYE3 NADPH Oxidoreduktase TSA1 Thioredoxinperoxidase 
  TRX2 Thioredoxin 
  SOD1 Cu/Zn Superoxiddismutase 
  SOD2 Mn Superoxiddismutase 
 
Skn7 interagiert nicht nur mit DNA sondern auch mit sich und anderen Proteinen wie z.B. 
Yap1p (Morgan et al., 1997), Hsf1p (Raitt et al., 2000), dem „cell cycle transcription factor“ 
Mbd1p (Bouquin et al., 1999) und dem „calcium response transcription factor“ Crz1p 
(Williams & Cyert, 2001). Brombacher et al., (2006) beschrieben die Regulation der 
Expression zur Glutathion- und NADPH-Produktion durch Yap1p (Lee et al., 1999), 
wohingegen Enzyme zur Detoxifizierung von ROI durch Skn7p und Yap1p aktiviert werden 
(z.B. TRX, TSA und TRR) (Morgan et al., 1997).  
In C. albicans führte die Deletion des Skn7-Homologen zu einer erhöhten Sensitivität 
gegenüber H2O2 aber nicht gegenüber Menadion. Die Deletionsmutante zeigte außerdem 
reduzierte Virulenz (Singh et al., 2004). Die Deletion des Skn7 Homologen in C. neoformans 
führte zu einer verringerten Toleranz gegen ROI und zu reduzierter Virulenz (Wormley et al., 
2005). Da die Regulation vieler wichtigen ROI detoxifizierenden Gene in S. cerevisiae der 
Kontrolle von Yap1p und Skn7p unterliegt, muss zur Aufklärung der ROI Stressantwort in A. 
fumigatus auch das Skn7 Homologe charakterisiert werden.  
 
3. Stickstoffradikale in Infektionen. 
3.1 Bildung von NO Radikalen.  
Zur Pathogenabwehr werden im Körper nicht nur ROI sondern auch reaktive 
Stickstoffintermediate (RNI) produziert (Aguirre et al., 2006). Sie werden durch die NO- 
Synthase gebildet, die durch die Cytokine IFN-γ, TNF-α und IL1, 2 induziert wird (Fang, 
1997). Kofaktoren für die als Homodimer aktive NO-Synthase sind Calmodulin, NADPH, 
FADH2 und Ca2+. Das Enzym katalysiert unter NADPH Verbrauch die Umsetzung von 
Arginin zu Stickstoffmonoxid (NO) und Citrullin. Durch die Zugabe von N-Methyl-L-Arginin 
(L-NAME) oder N-Iminoethyl-L-Lysin kann die NO-Synthase kompetitiv gehemmt werden. 
Im Menschen gibt es drei NO-Synthase kodierende Gene nos1, nos2 und nos3. Nos 1 und 3 
sind in Endothelzellen konstitutiv aktiv und produzieren nur geringe Mengen NO. Die nos2 
Expression ist in Lungenepithelzellen konstitutiv aktiv, kann aber in allen Geweben durch 
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IFN-γ induziert werden. Deshalb spricht man auch von der induzierbaren NO-Synthase 
(iNOS). Eine Infektion und Entzündung ist mit einem Anstieg der nos2 Expression im 
Gewebe und damit der gesteigerten NO Produktion korreliert (Nicholson et al., 1996). Bisher 
konnte die induzierte nos2 Expression in Makrophagen nach Pathogenstimulus noch nicht 
eindeutig gezeigt werden. In neutrophilen Granulozyten dagegen konnte eine nos2 Induktion 
unter diesen Bedingungen nachgewiesen werden (Evans et al., 1996). Interessanterweise 
zeigten CGD Patienten eine permanent erhöhte nos2 Expression (Condino-Neto et al., 1993). 
Die Rolle von NO Radikalen bei A. fumigatus Infektionen ist noch weitestgehend ungeklärt. 
Da sowohl die NO-Synthase als auch die NADPH Oxidase durch INF-γ induziert werden, 
geht man davon aus, dass NO und O2-  gleichzeitig in infiziertem Gewebe vorliegen und sich 
verbinden. So kann z.B. Peroxynitrit OONO-, S-nitrothiol RSNO und Stickstoffdioxid NO2• 
entstehen und die Zelle weitaus mehr schädigen als NO und O2-. Peroxynitrit entsteht durch 
die Interaktion von NO und Superoxidanionen O2-. NO2• entsteht durch die Autooxidation von 
NO oder aus NO2- und H2O2. Meist sind die Verbindungen der Radikale toxischer als der 
Ausgangsstoff (Fang, 1997). Eine Studie von Vazquez-Torres zeigte 1996, dass Peroxinitrit 
vielleicht für die anticandidielle Aktivität von Makrophagen verantwortlich ist (Vazquez-
Torres et al., 1996). Es zeigte sich, dass weder NO Radikale noch Superoxidanionen O2- in 
signifikant hohen Dosen durch Zellmembranen diffundieren kann, wohingegen Peroxinitrit 
eine gute Diffusion durch Membranen zeigte.  
NO Radikale im Allgemeinen schädigen DNA, Peptide und Lipide der Zelle. Peroxinitrit und 
NO2• können unspezifisch mit Proteinen interagieren und diese oxidieren (z.B. an 
Thiolgruppen, Eisen-Schwefel-Clustern (Aconitase, NADH-Dehydrogenase und 
Succinatdehydrogenase aber auch an Katalasen) und aromatischen Resten). Für Pathogene 
scheint demnach der Schutz vor NO und deren Intermediaten mit Superoxid- und 
Peroxidanionen eine Grundvoraussetzung für die Besiedlung von Organismen zu sein. 
 
3.2 NO Detoxifizierung. 
Zum Schutz gegen NO Radikale sind dieselben Mechanismen wie bei ROI Stress aktiv. 
Mikroorganismen können ohne GSH nicht gegen NO-Stress bestehen. Die Glucose-6-P-
Dehydrogenase ist an der Synthese von NADPH und damit indirekt an der Abwehr von 
Radikalen beteiligt. Superoxiddismutasen und Katalasen sind an der Detoxifizierung von ROI 
beteiligt und verringern so die Bildung des hoch toxischen Peroxinitrits. NO Radikale können 
bei geringem oxidativen Stress in Form von Nitrit und Nitrat gebunden und detoxifiziert 
werden. Das Flavohämoglobin Yhb1 ist spezifisch an der Detoxifizierung von NO Radikalen 
in C. albicans beteiligt. Die yhb1 Deletion führte zu einer attenuierten Virulenz, aber bei 
Infektion einer nos2− Mauslinie zeigte sich keine dem Wildtyp-ähnliche Mortalität. Man 
vermutet deshalb, dass Yhb1 noch an weiteren virulenzregulierenden Prozessen beteiligt ist 
(Hromatka et al., 2005). Interessanterweise ist die Expression von yhb1 in C. albicans nicht 
nur bei Makrophagenkontakt sondern auch in Medium mit viel Eisen induziert (Lau et al., 
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2004a, Lau et al., 2004b). In C. neoformans wurde die Expression der Glutathionreduktase 
und der Thioredoxinperoxidase unter NO Stress induziert. Eine Glutathionreduktase 
Genmutante ist bei Wachstum auf Agarplatten hypersensitiv gegenüber NO und avirulent im 
Mausmodel (Missall et al., 2006).  
Die Flavohämoglobin-Denitrosylase Fhb1 katalysiert die Umsetzung von NO mit Sauerstoff 
zu Nitrat und NAD in C. neoformans.  
 
2NO + 2O2 + NADH + H+  2NO3+ + NAD+ 
 
Die S-Nitrosoglutathionreduktase (Gsno1) setzt Nitrosoglutathion mit Hilfe von NADH zu 
Glutathion und NAD+ um. Bei kurzzeitig auftretendem nitrosativem Stress wird aus 
Glutathion Nitrosoglutathion gebildet, das dann anschließend langsam wieder zu Glutathion 
umgesetzt wird (Vogt et al., 2003). Beide Gene sind für die Virulenz von C. neoformans 
essentiell. Die fhb1 Deletion führte zu einem NO sensitiven Stamm mit attenuierter Virulenz 
im Mausmodel. iNOS-/− Mäuse wurden von dem ∆fhb1 Stamm wie der Wildtyp infiziert. Die 
gsno1 Deletion zeigte keinen Phänotyp im Wildtyp. Im ∆fhb1 Stamm führte die gsno1 
Deletion zu einer weiteren Reduktion der Virulenz (de Jesus-Berrios et al., 2003). Man kann 
daher davon ausgehen, dass bei der Infektion von C. neoformans sowohl NO als auch 
Nitrosoglutathion gebildet wird. Die Gsno1 und Fhb1 Homologen in A. fumigatus konnten im 
Zuge dieser Arbeit identifiziert werden. Die Aufklärung der Rolle von NO Radikalen in der 
Virulenz von A. fumigatus sollte weitere Virulenzgene erkennen lassen und damit die 
Therapierbarkeit von IA verbessern. 
 
4. Proteomics. 
Proteomics beschreibt die Gesamtheit aller Proteine eines Organismus zu einem bestimmten 
Zeitpunkt.  
 
4.1 Prinzip der Auftrennung von Proteinen in zwei Dimensionen. 
Das Verfahren zur Auftrennung von Proteinextrakten in zwei Dimensionen wurde 1975 durch 
O´Farrell und Klose entwickelt (O'Farrell, 1975, Klose, 1975). In der ersten Dimension 
werden die Proteine entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt in einem Gradientengelstreifen 
aufgetrennt. Der pI Wert ist der pH Wert, bei dem sich die negativen und positiven Ladungen 
eines Proteins aufheben und es nach außen hin ungeladen erscheint. Im elektrischen Feld  
verhält sich das Protein an diesem Punkt neutral und bewegt sich nicht. Jedes Protein hat 
seinen eigenen charakteristischen isoelektrischen Punkt (pI Wert). Der Streifen wird nach 
Reduktion mit DTT und Alkylierung mit Iodacetamid auf ein SDS-Polyacrylamid Gel (SDS-
PAGE) aufgelegt und die Proteine werden in der zweiten Dimension entsprechend ihrer 
Größe getrennt.  
Einleitung 
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Nach Aufbrechen der stabilen pilzlichen Zellwand durch Mösern in flüssigem Stickstoff hat 
sich die TCA/Aceton Fällung der Proteinextrakte bewährt (Nandakumar et al., 2003). Um die 
Aggregation der Proteine an ihrem pI zu verhindern, wurden die Proteinproben in 
Thioharnstoff und zwitterionischen Detergentien aufgenommen (Rabilloud, 1996, Rabilloud, 
1998). Um die Fokussierung zu optimieren, wurden immobilisierte pH Gradienten in den 
Streifen der ersten Dimension verwendet, da sich bei längeren Fokussierungszeiten auch der 
Gradient im elektrischen Feld bewegte (Rabilloud et al., 1997). In dieser Arbeit wurden 
immobilisierte pH Streifen von der Firma GE Healthcare verwendet. Trotzdem war es nötig, 
die 2D Gelelektrophorese und Probenaufbereitung von A. fumigatus Myzelien zu optimieren, 
um die Stressantwort des Pilzes auf Proteomebene zu analysieren. Da eine Proteomanalyse 
einen Blick auf den realen Zustand der Zelle in Form aller Proteine ermöglicht, kann die 
Reaktion auf bestimmte Stimuli zeitnah und als Endergebnis der Aktivierung bestimmter 
Faktoren beobachtet werden.  
  
5. Ziele der Arbeit. 
Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Regulation der Abwehrmechanismen von A. 
fumigatus gegen ROI, um so die Bedeutung von ROI bei der Infektion von A. fumigatus durch 
Immuneffektorzellen aufzuklären. Proteomanalysen von A. fumigatus nach Behandlung mit 
H2O2 sollten Aufschluss über die oxidative Antwort des Pilzes und einen Hinweis auf die 
Regulation der ROI Detoxifizierungsgene geben. Zur Analyse der Regulation der oxidativen 
Stressantwort sollten ausserdem Yap1 und Skn7 Homologe in A. fumigatus charakterisiert 
werden. Zusammen mit Promotoranalysen der putativen ROI Detoxifizierungsgene können 
Proteomanalysen der H2O2 gestressten Mutantenstämme im Vergleich zum Wildtyp 
Aufschluss über die Abhängigkeit der oxidativen Stressantwort von Yap1 und Skn7 geben. 
Nach Bestätigung der Regulation der ROI Stressantwort durch das Yap1 und Skn7 Homologe 
in A. fumigatus soll durch Koinkubationsversuche mit neutrophilen Granulozyten und 
Makrophagen und den A. fumigatus Deletionsstämmen die Rolle dieser 
Transkriptionsfaktoren und ihrer Zielgene beim Schutz gegen Immuneffektorzellen untersucht 
werden. Des Weiteren machen Proteomanalysen der A. fumigatus Wildtyp-Hyphen nach 
Koinkubation mit neutrophilen Granulozyten es möglich, die Abwehrmechanismen des Pilzes 
gegen diese Zellen im Zeitverlauf darzustellen.  
Da bei der Abwehr von Pathogenen neben ROI auch NO Radikale gebildet werden, sollte 
auch die NO Stressantwort von A. fumigatus in Proteomanalysen untersucht werden. Die 
Induktion spezifischer NO Detoxifizierungsproteine nach NO Stressinduktion könnte den 
Einfluss dieser Radikale beim Abwenden einer Infektion durch A. fumigatus aufzeigen. Der 
Einfluss von NO Radikalen bei der Abtötung von A. fumigatus durch neutrophile 
Granulozyten und Makrophagen kann zusätzlich durch die Zugabe von NO-Synthase 
Inhibitoren zu dem Koinkubationsassay von Zellen mit Pilzhyphen/ Konidien untersucht 
werden.   
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Material und Methoden 
 
1. Stämme und Medien 
 
1.1 Verwendete Escherichia coli Stämme (Tabelle 2) 
 
Stamm  Genotyp      Referenz 
DH5α  F ′, φ80d/lacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF)  Hanahan, 1983                                              
  U169, recA1, endA1, hsdR17 (rk-mk+),  
  supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
 
TOP 10 F ′ F ′ (lacIq, Tn10, TetR),     Invitrogen, Niederlande
  mcrA ∆(mrr-hsdRMSmcrBC), φ80lacZ∆M15,   
  ∆(lacX74), recA1, araD139, ∆(ara-leu)7697     
  galU, galK, rpsL(StrR), endA1, nupG 
 
 
1.2 Verwendete A. fumigatus Stämme (Tabelle 3) 
 
Stamm   Genotyp/relevanter Phänotyp Referenz 
ATCC    Wildtyp    ATCC 
AfpksP   pksP     Langfelder et al., 1998 
ATCC∆Afyap1  Afyap1::hph; ∆Afyap1; HygR,1 diese Arbeit 
ATCC∆Afyap1kompl.  ∆Afyap1::Afyap; BleR,2  diese Arbeit 
ATCC∆Afskn7  Afskn7::ptrA; ∆Afskn7, PtrAR,3 diese Arbeit 
ATCC∆Afyap1/ ∆Afskn7 Afyap1::hph; HygR,1    diese Arbeit 
    Afskn7::ptrA; PtrAR,3 
Afyap1-eGFP   ATCC Afyap1-eGFP; HygR,1  diese Arbeit 
otef-Afyap1-eGFP  ATCC otefp-Afyap1-eGFP;  diese Arbeit 
    HygR,1 
ATCC∆fhp1   fhp1::ptrA; ∆fhp1, PtrAR,3  Martin Vödisch 
ATCC∆gno1   gsno1::hph; ∆gsno1, HygR,1  diese Arbeit, S. Wolke 
ATCC∆gno1/∆fhp1  fhp1::ptrA; PtrAR,3   diese Arbeit, S. Wolke 
    gsno1::hph; ∆fhp1/∆gsno1, HygR,1 
 
1
 HygR: Hygromycinresistenz 
2
 BleR: Phleomycinresistenz 
3 PtrAR: Pyrithiaminresistenz 
 
1.3 Verwendete Plasmide (Tabelle 4) 
 
Plasmid   Genotyp    Referenz 
pCR2.1-TOPO  Klonierungsvektor, AmpR  Invitrogen, Niederlande 
pUCGH   pUC18:: otefp-eGFP, AmpR, HygR Langfelder et al., 2001 
pUChph1   pUC18:: hph1 (E. coli), AmpR Liebmann et al., 2004 b 
pSK275   PtrAR, AmpR    Sven Krappmann 
pSK341   BleR, AmpR    Sven Krappmann 
pAN8.1   pUC18 ::gpdAp-ble-NOSt, AmpR Sven Krappmann 
TOPO-Afyap1-LB  pCR2.1 :: Linke Flanke Afyap1,  diese Arbeit 
    AmpR 
TOPO-Afyap1-RB  pCR2.1 :: Rechte Flanke Afyap1, diese Arbeit 
    AmpR 
TOPO∆Afyap1  pCR2.1∆Afyap1, AmpR, HygR diese Arbeit 
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TOPO-Afskn7-LB  pCR2.1:: Linke Flanke Afskn7, diese Arbeit 
    AmpR 
TOPO-Afskn7-RB  pCR2.1:: Rechte Flanke Afskn7,  diese Arbeit 
    AmpR 
TOPO∆Afskn7(Phleo) pCR2.1∆Afskn7, AmpR, BleR  diese Arbeit  
TOPO∆Afskn7(PtrA) pCR2.1∆Afskn7, AmpR, PtrAR  diese Arbeit 
pAN8.1-Afyap1  pAN8.1:: Afyap1, AmpR, BleR diese Arbeit 
pUCGH-Afyap1  pUCGH:: Afyap1, otefp-Afyap1- diese Arbeit 
    eGFP, AmpR, HygR 
pUChph-Afyap1  pUChph::Afyap1, nativer Prom.  diese Arbeit 
    HygR, AmpR 
pSK275∆gsno-ptrA  pSK275∆gsno, PtrAR, AmpR  diese Arbeit 
pSK275∆gsno-hph  pSK275∆gsno, HygR, AmpR  diese Arbeit 
pSK275∆fhb1-ptrA  pSK275∆fhb1, PtrAR, AmpR  diese Arbeit 
 
1.4 Medien und Kulturbedingungen 
• LB Medium (-Agar): 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, (15g/L Agar) 
• Aspergillus Minimalmedium (AMM/Glucose): 6 g/L NaNO3, 1,52 g/L KH2PO4, 0,52 g/L 
KCL, 0,52 g/L MgSO4; pH 6,3-6,5. Nach dem Autoklavieren 40 mL 20 % (w/v) 
Glucoselösung und 1 mL Spurenelementelösung (1 g FeSO4 × 7H20, 8,8 g ZnSO4 × 7H2O, 
0,4 g CuSO4 × 5H2O, 0,15 g MnSO4 × 4H2O, 0,1 g NaB4O7 ×10H2O, 0,05 g 
(NH4)6Mo7O24 × 4H20 in 1L Wasser) 
• Malzagar: 2 % (w/v) Malzextrakt, 0,2 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) Glucose, 5mM 
NH4Cl, 1mM K2HPO4.  
• Transformationsagar: 44,75 g/L KCl, 6 g/L NaNO3, 1,5 g/L KH2PO4, 15 g/L Agar, 
40mL/L 20% (w/v) Glucoselösung. Nach dem Autoklavieren 2,5 mL/L 20% MgSO4 
Lösung und 1mL/L Spurenelementelösung. Je nach Bedarf 200µg/mL Hygromycin 
(Roche) oder 1 mg/L Pyrithiamin (Sigma).  
So lange keine anderen Kulturbedingungen angegeben sind, wurden A. fumigatus und E. coli 
bei 37  °C schüttelnd mit 200rpm oder in Standkulturen inkubiert.  
 
2. Molekularbiologische Methoden 
2.1 Isolation von Nukleinsäuren 
2.1.1 Plasmidpräparation aus E. coli 
Die Plasmidisolation erfolgte nach einem Protokoll von Müller et al. (2000). Eine 3 mL 
LB/Amp 50 E. coli Kultur wurde bei 37 °C über Nacht angezogen. Die Zellen wurden durch 
Zentrifugation pelletiert. Das Pellet wurde in 500µL STET Puffer/30µL Lysozymlösung 
resuspendiert. Nach Inkubation bei 95  °C für 1 min sind die Zellen lysiert. Nach 10 minütiger 
Zentrifugation bei 13000 rpm konnte das Zellwand-Protein Pellet mit einem Zahnstocher 
entfernt werden. Die DNA wurde anschliessend durch Zugabe von 500µL 96% (v/v) Ethanol 
und 30µL 3M Natriumacetatlösung gefällt und nach einem Waschschritt in 70% (v/v) Ethanol 
in 50µL 10mM TE Puffer resuspendiert.   
STET Puffer: 10mM Tris HCL pH 8,0, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 5% (v/v) Triton X-100 
Lysozymlösung:1% (w/v) Lysozym (Muraminidase) in Wasser pH 8,0, Merck  
 
2.1.2 Isolation chromosomaler DNA aus A. fumigatus 
Die Isolation chromosomaler DNA aus A. fumigatus erfolgte mit Hilfe des „Epicentre DNA 
Purification Kits“ “MasterpureTM“ gemäss dem Protokoll des Herstellers. Die DNA wurde 
nach dem Trocknungsschritt in 100µL 10mM TE Puffer aufgenommen.  
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2.1.3 Isolation von Gesamt-RNA aus A. fumigatus 
Die RNA Extraktion aus A. fumigatus Myzelien erfolgte gemäss dem Protokoll des „RNeasy 
MINI Kits“ (Qiagen, Hilden). Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte im Nano 
Drop (Thermo scientific). 10µg RNA wurden im „Northern blot“ auf eine Spur im Agarosegel 
geladen.  
 
2.1.4 Isolation von DNA Fragmenten aus Agarosegelen 
Nach der Auftrennung von DNA Fragmenten aus PCR oder Restriktionsverdauen in 
Agarosegelen wurden die Fragmente zur Weiterklonierung mit einem Skalpel unter UV Licht 
ausgeschnitten. Die Gelstücke wurden durch Aquarienfilterwolle in ein Eppendorf Cup 
zentrifugiert, wodurch sich die Agarose verflüssigte. Die DNA wurde mit 96% (v/v) Ethanol 
gefällt und pelletiert. Das Pellet wurde mit 70% (v/v) Ethanol gereinigt und nach einem 
Trocknungsschritt in 10mM TE /RNase Puffer aufgenommen.  
 
2.2 Verwendung von Nukleinsäuren 
2.2.1 Restriktionsverdau von DNA 
DNA wurde in Wasser und Puffer entsprechend dem verwendeten Enzym und den 
Anleitungen des Herstellers verdaut (New England Biolabs, Frankfurt). Die Ligation von 
DNA Fragmenten erfolgte mit Hilfe der T4 DNA Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim) 
entsprechend der Anleitung.  
 
2.2.2 Amplifizierung von DNA mittels PCR 
Zur Amplifizierung von DNA Fragmenten zur Sondenherstellung oder Klonierung wurde die 
Goldstar Red-Taq DNA Polymerase (Eurogentec, Seraing, Belgien) oder der Go-Taq 
Mastermix (Promega, Mannheim) benutzt. Bei Nichtverwendung des Go Taq Mastermixes 
wurden neben 5-100ng Matrizen-DNA und Primern noch 2mM dNTPs zugegeben. 
„Annealing“, Polymerisationszeit und Temperatur der PCR-Zyklen hingen von den 
verwendeten Primern und der Polymerase ab. Die Amplifizierung erfolgte in einem „T 
Gradient cycler“ der Firma Biometra. 
In dieser Arbeit verwendete Primer sind in Tabelle 5 aufgelistet.  
 
Tabelle 5 
Name Nr. Eingeführte 
Schnittstelle 
Sequenz (5´ 3´) 
Yap1 neu 230 1 XbaI cggttgaaagagggaccattgc 
Yap2 neu 1255 2 MluI cggcttatcggtgtcctcaacc 
Yap3 3 HindIII attaagcttggacatcatgggtcgcg 
Yap4 4 SfiI gtgggccatctaggcccattcggtccccttcgac 
Yap 10 neu 5 BamHI attggatccgacgcgacccatgatgtcctc 
Yap10B 6  cgacttcactcaaaggccg 
Yap 11 7 BamHI attggatccccgctctaaagcagcggagc 
Yap11B 8  ggcgcgtggaacttcg 
Yap16 9 BamHI attggatcccttcgttttcagttgccatggcgg 
Yap18 10 BamHI attggatccgacgactacaccgccttcag 
Yap17 11 BamHI attggatcccaacggcctttccaacggacc 
Yap13ZIP 12  gagcgcgcagaagtc 
Yap12ZIP 13  ggcctcagaatcgcgc 
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Yap14NES 14  gacgactacaccgccttc 
Yap15NES 15  cgtctgcaatccatggag 
Yap ko 16  cagtgactgccatat 
Yap check 1 17  gttctgctggtagtggtcggc  
Skn ko1 18  gcataagtatgtgcactgattc 
Skn ko2 19 SfiI cagggccatctaggcccatcctggcgattaaccgg 
Skn ko3 20 SfiI atgggcctagatggccctgtgcaacccaccccccc 
Skn ko4 21  ctaggtcagcgacgggg 
Skn ko check 1 22  cgagctagagctagtgtacg 
Skn kompl. For 23 BamHI accggatccggtgcgggtagaatatcc 
Skn kompl. Rev 24 MluI acaacgcgtgcgttcattttaagtgctcgac 
Gsno ko1 25 XmaI gaccccgggggcccgtcacattgtcc 
Gsno ko2 26 SfiI cagggcctgagtggccgatgtcaacgagttcggag 
Gsno ko3 27 SfiI gacggccatctaggccggatacagacgagctgacg 
Gsno ko4 28 XhoI gaagatactcgagtttgcgg 
FHB ko1 29 XmaI gatcccggggacagcaggcaccaatgc 
FHB ko2 30 SfiI gtcggcctgagtggcccgatcgatttgtgggagag 
FHB ko3 31 SfiI gatggccatctaggcccccatgtcatgccttccc 
FHB ko4 32 XhoI gtcctcgaggtagcaaccaacacccaa 
    
„Northern Sonden“    
Name Nr. Afu Nummer Sequenz (5´ 3´) 
Cat 1 for new 33 Afu2g00200 cttccttgttccagggcg 
Cat1 rev new 34 Afu2g00200 gcggctggtcatactcc 
Cat2 for 35 Afu8g01670 cgatctcctgatcctcacc 
Cat2 rev 36 Afu8g01670 ccaggacgatgagatcagc 
UGP1 for 37 Afu7g01830 ctcggtggagttcctgaac 
UGP1 rev 38 Afu7g01830 ggtccatgacgagctgac 
AspF3 (Prx1) for 39 Afu6g02280 gacagcttcccctctgac 
AspF3 (Prx1) rev 40 Afu6g02280 ccctcctcatcggccc 
SOD 1 for 41 Afu5g09240 ccagtcattgctgtcctc 
SOD 1 rev 42 Afu5g09240 cggcgataccaatgacac 
Zn SOD for 43 Afu1g11640 gtctcgtatcgtctggcc 
Zn SOD rev 44 Afu1g11640 gacagatccgacgagctg 
SOD B for 45 Afu4g11580 gacctatgtcaacagctacaa 
SOD B rev 46 Afu4g11580 gatgccaatgtgtccggt 
Trr1 for 47 Afu4g12990 ctatctgtcgagagcggaac 
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Trr1 rev 48 Afu4g12990 gtgcctggcttggtgatg 
Glr1 for 49 Afu1g15960 gtggaaagtggacgggc 
Glr1 rev 50 Afu1g15960 cccacagcagctcgttg 
Pnr1 for 51 Afu5g09910 ctggagctggtcaaggc 
Pnr1 rev 52 Afu5g09910 ggcagggatgttccagg 
G6P DH for 53 Afu3g08470 gaggagcagctggacag 
G6P DH rev 54 Afu3g08470 cactcggataaccaactcg 
FHB for 55 Afu8g06080 gcactacaggagcatggg 
FHB rev 56 Afu8g06080 cgaatccctcgcactctc 
Gsno for 57 Afu2g01040 gatgcctacacactgtctg 
Gsno rev 58 Afu2g01040 caacccttgtggcaggc 
Fhp1 for (MV) 59 Afu4g03410 cggccaccaagctcgtg 
Fhp1 rev (MV) 60 Afu4g03410 cgttgtggcatcatccagg 
 
2.2.3 Sondenmarkierung ECL 
Die Sondenmarkierung für „Southern blot“-Analysen erfolgte mit dem „ECL Labeling Kit“ 
entsprechend den Anweisungen des Herstellers (GE Healthcare, Freiburg). Hierzu wurde ein 
spezifisches DNA Fragment mit Hilfe der Klenow Polymerase mit Fluoreszein gekoppelten 
dUTPs markiert.  
 
2.2.4 Sondenmarkierung mit DIG 
Zur Sondenmarkierung für „Northern blot“-Analysen wurde ein spezifisches DNA Fragment 
per PCR amplifiziert und mit Digoxigenin gebundenen dUTPs markiert. Markierte dUTPs 
und der Detektionskit wurden entsprechend der Herstellerempfehlung eingesetzt (Roche 
Diagnostics, Mannheim).  
 
2.2.5 „Southern blot“ 
Zur Detektion der Integration eines Deletionskonstruktes oder zum Nachweis der Mehrfach-
integration eines DNA Konstruktes zur Überexpression eines Gens in die chromosomale 
DNA von A. fumigatus wurden „Southern blot“-Analysen durchgeführt (Southern, 1975). 
Hierzu wurde die isolierte und verdaute DNA in einem 1 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt und 
das Gel in 0,25 M HCL Lösung 15 Minuten denaturiert. Die Denaturierung erfolgte in 1,5 M 
NaCl, 0,5 M NaOH Lösung für 15 Minuten. Nach der Neutralisierung in 1,5 M NaCl, 0,5 M  
Tris HCL, pH 7,5 für 15 Minuten erfolgte die DNA Übertragung auf eine Hybond N+-
Membran im Kapillarblotverfahren (Sambrook et al., 1989). Die DNA wurde anschliessend in 
einem UV „crosslinker“ der Firma Hoefer mit 1200 Joule kovalent auf die Membran 
gebunden. Die Hybridisierung mit der Fluoreszein markierten Sonde und die Bandendetektion 
erfolgten bei 60 °C in Hybridisierungspuffer gemäss den Angaben des Herstellers (10 mL 10 
x SSC, 1mL Liquid Block (GE Healthcare, Freiburg), 200µL 10 % (w/v) SDS, 1g 
Dextransulfat, 200µL Heringssperma DNA (10mg/mL), add. 20 mL H2O).  
 
2.2.6 „Northern blot“ 
10µg RNA wurden 1:1 mit Auftragspuffer versetzt und 10 Minuten bei 60 °C erhitzt. Die 
Proben wurden anschliessend sofort auf Eis gestellt und auf ein 1,2 % (w/v) Agarose/RP Gel 
aufgetragen.  
RP Puffer: 200mM MOPS, 50mM Na-Acetat, 10mM EDTA, pH 7.  
Material und Methoden 
 17 
Zur Herstellung des Elekrophoresepuffers wurden 200mL RP Puffer mit 30mL 37% (v/v) 
Formaldehydlösung und Wasser auf einen Liter aufgefüllt. Das 1,2 %-ige (w/v) RNA Gel 
wurde mit 30mL RP Puffer, 1,8g Agarose, 120mL Wasser aufgekocht und nach dem 
Abkühlen mit 8mL 37% (v/v) Formaldehydlösung versetzt. Der RNA Probenpuffer bestand 
aus 4mL RP Puffer, 1,4mL 37% (v/v) Formaldehydlösung, 5mL Formamid, 800µL DNA 
Auftragspuffer (New England Biolabs), 500µL Glycerin und 15µL Ethidiumbromid. Die 
Auftrennung der RNA erfolgt bei 90V über 2 Stunden. Das Gel wurde in 10 x SSC zweimal 
15 Minuten äquilibriert und anschliessend mit 10 x SSC auf eine Hybond N+ Membran (GE 
Healthcare, Freiburg) geblottet. Die Hybridisierung erfolgte gemäss den Anweisungen des 
„Dig Hyb Kits“ bei 60  °C über Nacht (GE Healthcare, Freiburg). Die Detektion erfolgt nach 
Blocking und Antikörperinkubation auf einem Röntgenfilm der Firma AGFA. Die 
Expositionszeit variierte zwischen 30 sec-15 Minuten.  
   
2.2.7 Transformation von E. coli 
E. coli wurde zur Amplifizierung von Plasmiden gemäss der RbCl Methode von Sambrook et 
al. (1989) transformiert. 
  
2.2.8 Transformation von A. fumigatus 
Die Transformation von A. fumigatus erfolgte nach dem Protokoll von Balance und Turner 
(1985). Myzel aus einer AMM/Glucose Übernachtkultur wurde nach einem Waschschritt in 
0,6M KCl, 50mM CaCl2 in Glucanexlösung (20mL 0,6M KCl, 0,4g Glucanex) bei 28  °C 
protoplastiert. Nach einer Stunde  wurde das Restmycel von den Protoplasten getrennt. Es 
folgten mehrere Waschschritte in 0,6M KCl, 50mM CaCl2 und eine Zentrifugation bei 4000 
rpm. Die Transformation erfolgte mit mindestens 6µg DNA und 20µL PEG Lösung (25 % 
(w/v) PEG, 50mM CaCl2, 10mM Tris) auf Eis. Nach 20 Minuten wurden 500µL PEG Lösung 
zugegeben, um überschüssige DNA zu fällen. Nach der Zugabe von 1mL 0,6 M KCL, 50mM 
CaCl2 Lösung wurde der Transformationsansatz auf 4 Transformationsagarplatten verteilt und 
im Topagar aufgegossen. Der Transformationsagar (20g/l Agar, 0,6M KCl, 6g/L NaNO3, 
1,52g/L KH2PO4, 0,5g/L MgCl2, 40mL/L 20% (w/v) Glucose und 1mL/L 
Spurenelementlösung) enthielt 100 µg/mL Hygromycin oder 80µg/mL Pyrithiamin zur 
Selektion der Tranformanten.   
 
3. Biochemische Methoden 
3.1 Enzymaktivitätsbestimmung 
3.1.1 Präparation von nativen Proteinextrakten 
Zur Extraktion nativer Proteinextrakte zur Aktivitätsbestimmung der Katalase, der 
Thioredoxinreduktase und der Glutathionreduktase wurde eine Übernacht AMM/Glucose 
Kultur zur Stressinduktion herangezogen. Zur Induktion von oxidativem Stress wurden 2mM 
Diamid, H2O2, Menadion oder tBOOH der Kultur zugegeben und nach Ablauf der 
Induktionszeit wurden Teile der Kultur geerntet.  Nach dem Zellaufschluss unter flüssigem 
Stickstoff im Mörser wurden 100mg Mycel mit 500µL 100mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 
mit dem Vortex geschüttelt. Nach einer Zentrifugation bei 13000 rpm bei 4  °C wurde die 
Proteinkonzentration des Überstandes nach Bradford (1976) bestimmt gemäss den 
Anleitungen des Herstellers (BioRad laboratories, München) im Photometer (Ultraspec 
3100pro; GE Healthcare).  
 
3.1.2 Bestimmung der Thioredoxinreduktaseaktivität 
Nach Herstellung eines nativen Proteinextrakts wurde die Thioredoxinreduktaseaktivität im 
Photometer bestimmt. 10µL Rohextrakt wurden zu 100mM Kaliumphosphatpuffer in einer 
Küvette gemischt. Anschliessend wurden 3µM Thioredoxin (aus A. nidulans, gereinigt von 
Marcel Thön) und 2µM NADPH (Sigma Aldrich) bis zu einem Endvolumen von 1mL 
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zugegeben. Die Abnahme der Absorption bei 340nm wurde im Photometer über die Zeit 
gemessen und anhand der Steigung das ∆E berechnet. Mit dem spezifischen 
Extinktionskoeffizienten von NADPH ε= 6,22 wurden die Volumenaktivität und die 
Spezifische Aktivität der Thioredoxinreduktase nach dem Lamberth Behrschen Gesetz 
berechnet.   
 
3.1.3 Bestimmung der Katalaseaktivität photometrisch und im Gel 
Die Katalaseaktivität in nativen Proteinextrakten wurde im Gel nach Goldberg und Hochmann 
(1989) bestimmt. Nach der Auftrennung der Proteine des nativen Proteinextrakts wurde das 
Gel 1h in 100mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,3 geschwenkt. Anschliessend wurde das Gel in 
50mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,3/ 5mM H2O2 10 Minuten inkubiert und danach zweimal 
mit Wasser gewaschen. Nach einer 10 minütigen Inkubation des Gels in 50mM 
Kaliumphosphatpuffer pH 6,3/ 20µg/mL Meerrettich Peroxidase (Sigma Aldrich) wurden 
0,5mg/mL Diaminobenzidin zugeben. Das Gel verfärbte sich braun, nur Katalasebanden 
blieben ungefärbt, da die Katalasen das H2O2 abgebaut hatten.  
 
Die photometrische Bestimmung der Katalaseaktivität erfolgte nach der Verdünnung von 
50µL Proteinextrakt in 950µL 50mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5. Nach der Zugabe von 
2µL 30%iger (v/v) H2O2 Lösung (20mM Endkonzentration) (Fluka, München) wurde die 
Absorbtion bei 240nm im Photometer bestimmt (UV Küvetten, Iso9001; Brand) und die 
Katalaseaktivität berechnet (Thon et al., 2007).  
 
3.2 2D Gel Elektrophorese 
3.2.1 Isolation von Proteinextrakten aus Myzel 
Die Optimierung der Proteinextraktion erfolgte wie von Kniemeyer et al. (2006) beschrieben. 
Zur Solubilisierung der Proteine wurde Lysepuffer III (7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 
% (w/v) CHAPS, 1 % (w/v) Zwittergent, 0,8 % (w/v) Ampholyte, 60mM DTT, 40mM Tris) 
für alle 2 D Gele verwendet. Bei der Verwendung von DIGE Farbstoffen wurde der 
Lysepuffer ohne DTT und Ampholyte benutzt, da sie die Bindung der DIGE-Farbstoffe an die 
Proteine störten. Nach der Markierungsreaktion wurden diese Stoffe dem Proteinansatz 
zugegeben. Die Proteinaufreinigung erfolgte mit einer Phenol-Ammoniumacetat Fällung. 
Hierbei wurden 100mg Mycel mit 500µL Extraktionspuffer (0,3g Tris, 0,1g EDTA, 0,375g 
KCl, 0,5g DTT, 15g Saccharose in 50mL pH 8,5) mittels Vortex gemischt. Nach Zugabe von 
500µL Phenol schloss sich eine 20 minütige Inkubation bei 4  °C im Vortex an. Nach 5 
Minuten Zentrifugation bei 15000rpm, 4  °C konnte die Phenolphase in ein neues Eppendorff 
Gefäss überführt und mit 500µL Extraktionspuffer erneut gemischt werden. Nach erneuter 
Zentrifugation wurde die Phenolphase in einem neuen Eppendorffgefäss mit 1,5mL 100mM 
Ammoniumacetat/Methanol über Nacht bei -20  °C gefällt. Nach einer Zentrifugation mit 
4000rpm für 15 Minuten bei 4  °C konnte das Proteinpellet anschliessend mehrfach mit 
Aceton gewaschen werden. Das Proteinpellet wurde zuletzt in 300µL Lysepuffer III durch 10 
minütige Ultraschallbehandlung gelöst. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford mit 
Hilfe der BioRad Bradford Lösung gemäß den Angaben des Herstellers (BioRad, München).  
 
3.2.2 Proteinextrakte aus A. fumigatus Hyphen nach Koinkubation mit PMNs 
Nach Ablauf der Koinkubationszeit von Granulozyten und Hyphen wurde 1mL Probe 1 
Minute bei 1700 rpm zentrifugiert. Die meisten Granulozyten befanden sich anschliessend im 
Pellet, so dass die Pilzhyphen mit einer Pipette abgenommen werden konnten. Die restlichen 
Granulozyten wurden durch mehrmaliges Waschen der Hyphen mit eiskaltem Wasser und 
0,3% (v/v) Triton X-100 lysiert und entfernt. Nach den einzelnen Waschschritten wurde die 
Probe jeweils bei 4000 rpm 1 Minute zentrifugiert, um die Hyphen zu pellettieren. Das 
Hyphenpellet wurde anschliessend in flüssigem Stickstoff gefroren. Der Hyphenaufschluss 
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erfolgte mit Hilfe des „Sample Grinding Kits“ (GE Healthcare, Freiburg) und einer 
Handbohrmaschine (Bosch). Anschliessend wurde die Probe 5 Minuten bei 95  °C inkubiert 
und 2 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde mit Hilfe des „Clean Up 
Kits“ von GE Helthcare (Freiburg) aufgereinigt und die Proteine wurden gemäss den 
Anleitungen des Herstellers gefällt. Das Proteinpellet wurde in 50µL Lysepuffer III (ohne 
DTT und Ampholyte) aufgenommen. Nach Einstellen des pH Werts mit 50mM NaOH 
Lösung auf pH 8,0 wurden die Proteinproben gemäss den Anweisungen (300pmol Farbstoff/ 
50µg Protein) DIGE gefärbt (GE Healthcare, Freiburg) und auf die IPG Streifen der ersten 
Dimension aufgebracht. 
  
3.2.3 Isolation von Proteinextrakten aus Kulturüberstand 
Zur Isolation der sekretierten Proteine unter oxidativem Stress wurde eine über Nacht 
AMM/Glucose Kultur über Nacht bei 37  °C inkubiert und anschliessend mit 2mM Diamid 
inkubiert. Es folgte eine weitere Inkubation für 24 Stunden bei 37  °C im Schüttler. Der 
Kulturüberstand wurde mit TCA bei 4  °C über Nacht gefällt und anschliessend mehrfach mit 
Aceton gewaschen. Das Proteinpellet wurde in Lysepuffer III aufgenommen und die 
Proteinkonzentration bestimmt.  
 
3.2.4 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinproben erfolgte mit Hilfe der Bradford Lösung 
(BioRad, München) und einer BSA Eichreihe, die mit dem BSA Standard (BioRad, München) 
gewonnen wurde.  
 
3.2.5 Isoelektrische Fokussierung (IEF) 
Vor der isoelekrischen Fokusierung der Proteine wurden die 24 cm IPG Streifen (GE 
Healthcare, Freiburg) mit 450µL Rehydrierungspuffer (7M Harstoff, 2M Thioharnstoff, 2 % 
(v/v) CHAPS, 1 % (v/v) Zwittergent, Destreak, IPG buffer) über Nacht vorgequollen. Der 
zugegebene IPG Puffer richtete sich nach dem pH Gradienten des IPG Streifens. Bei 
Auftragen der 250-300µg Probe mittels „Cup Loading“ wurde die Proteinprobe nach dem 
Quellen der Streifen mit Hilfe eines Cups auf den Streifen aufgebracht und im Spannungsfeld 
langsam in den Streifen eingebracht. Die Proteinprobe kann auch per „Rehydration Loading“ 
in den Streifen direkt mit eingequollen werden. Dabei ist darauf zu achten, dass nicht 
Destreak und DTT zugleich in einer Lösung zusammen verwendet werden. Statt der Destreak 
Lösung wurde in diesem Fall DTT zugegeben. Die Fokussierung der Proben erfolgte gemäss 
dem Handbuch „2-D-Electrophoresis, Principles and Methods“ (GE Healthcare).    
Nach der isoelektrischen Fokussierung  wurden die Streifen in Äquilibrierungspuffer (5 M 
Tris, 87 % (v/v) Glycerol, 7M Harnstoff, 20 g/L SDS und 1 % (w/v) DTT bzw. 2,5% (w/v) 
Iodacetamid) jeweils 15 Minuten inkubiert.  
 
3.2.6 Auftrennung der Proteine in der 2. Dimension  
Die 12,5 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid Gele wurden in einer Ettan Dalt 6 Kammer gemäss 
den Anweisungen des Herstellers gegossen (GE Healthcare) (Gorg et al., 2004). Zur 
Untersuchung von NO Stress wurden die Gele im Gradientengelgiesser mit einem 
Acrylamid/Bisacrylamid Gradienten von 10 bis 15 % (v/v) hergestellt (Gradientengelgiesser: 
„a2DEoptimizer“; BioRad).   
Die Auftrennung der Proteine nach Grösse erfolgte bei 1 Watt/Gel für 30 Minuten und 
anschliessend bei 15 Watt/Gel für etwa 4 Stunden in der Ettan Dalt 6 Kammer für 24 cm Gele 
in 1  x  SDS Laufpuffer (GE Healthcare, Freiburg). 
Anschliessend wurden die Gele mindestens eine Stunde in Fixierlösung inkubiert (40% (v/v) 
Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure).  
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3.2.7 Detektion von DIGE Farbstoffen 
Die Detektion von DIGE Farbstoffen erfolgte im Typhoon Scanner „Typhoon multicolor 
fluorescence and phosphor image scanner“ (GE Healthcare, Freiburg). Die Gele wurden mit 
einer Auflösung von 100 microns eingescannt, um eine optimale Spotdetektion zu 
ermöglichen. Die Empfindlichkeit der einzelnen Laser der Wellenlängen 532 nm (grün) für 
Cy3, 633 nm (rot) für Cy5 und 488 nm (blau) für Cy2 wurde je nach Beladungsstärke des 
jeweiligen Gels eingestellt. 
  
3.2.8 Nachfärbung von 2D Gelen 
3.2.8.1 Colloidal Coomassie 
Die Färbung der 2D Gele erfolgte mit Coomassie brilliant Blue G-250 gemäss dem Protokoll 
von Neuhoff et al. (1988).  
 
3.2.8.2 Ruthenium  
Die Nachfärbung der 2D Gele mit Ruthenium erfolgte nach der chemischen Synthese des 
Farbstoffes durch Olaf Kniemeyer und Robert Winkler nach Rabilloud et al. (1996)  Die 
optimierte Färbung mit Ruthenium erfolgte nach der Fixierung in 30% (v/v) Methanol/10 % 
(v/v) Essigsäure und drei Waschschritten für je 30 Minuten in Wasser in 40% (v/v) Methanol 
/10% (v/v) Essigsäure, 1µM Ruthenium für mindestens 6 Stunden bei Raumtemperatur in 
Dunkelheit. Die Gele wurden anschliessend 20 Minuten in 40% (v/v) Methanol/10% (v/v) 
Essigsäure entfärbt und 10 Minuten in Wasser gewaschen. Die Detektion erfolgte mit 610 nm 
und dem Sypro Ruby Filter im „Typhoon“ Scanner (GE Healthcare, Freiburg). Die 
Proteinspots wurden unter dem „Dark Reader“ (MoBiTec) mit der Pipettenspitze gepickt und 
anschliessend tryptisch verdaut (Shevshenko et al., 1995).  
 
3.2.8.3 Silber 
Die Silberfärbung der 2D Gele erfolgte nach dem Protokoll von Klose (Klose & Kobalz, 
1995) unter Berücksichtigung der Änderungen nach Yan (Yan et al., 2000). 
Silbergefärbte Spots wurden vor dem Trypsinverdau in 15mM K-Ferricyanid, 50mM Na-
Thioresulfatlösung für etwa 30 Minuten entsilbert und anschliessend 1 Stunde in Wasser 
gewaschen.  
 
3.2.9 Auswertung von 2D Gelen 
Die Auswertung der DIGE Gele erfolgte mit Hilfe der „Decyder Software“ (GE Healthcare, 
Freiburg). Coomassie gefärbte Gele wurden mit der ∆2D Software (Decodon) ausgewertet. In 
beiden Fällen wurden Spots mit einem Schwellenwert von unter der zweifachen 
Standardabweichung (meist 1,5) als nicht signifikant betrachtet.  
 
3.3 Sensitivitätstest gegen ROI 
3.3.1 Hemmhofagarplattenassay 
Um die Sensitivität von A. fumigatus gegen verschiedene Agentien zu testen, wurden 10mL 
Bottomagar (AMM/Glucose) in eine Petrischale gegossen. Nach Erkalten des Agars wurden 
106 Konidien des zu testenden Pilzstammes mit 10mL Topagar (AMM/Glucose) vermischt 
und auf den Bottomagar gegossen. Nach Erkalten des Agars wurde ein 1cm grosses Loch aus 
dem Agar gestanzt und mit 150µL 3 % (v/v) H2O2 Lösung (Fluka), 1mM Menadionlösung 
(Sigma Aldrich, München), 0,1M Diamidlösung (Sigma Aldrich, München), 0,08 M DETA 
NO (Sigma Aldrich, München) oder 0,08 M DEA (Sigma Aldrich, München) gefüllt. Die 
Agarplatten wurden anschliessend 18 Stunden bei 37 °C inkubiert und der Inhibitionsradius 
wurde mit dem Lineal ausgemessen. Die Bestimmung erfolgte jeweils in 
Doppelbestimmungen.  
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3.3.2 Tropfplattentest  
Die Sensitivität von A. fumigatus gegen Congo red, Amphotericin B und Imidazol wurde in 
einem Tropfassay bestimmt. Der zu testende Stoff wurde in unterschiedlichen 
Konzentrationen in AMM/Glucose Agar eingegossen und nach Erkalten des Agars mit einer 
Verdünnungsreihe von A. fumigatus Konidien beimpft. Die getesteten Konzentrationen, bei 
denen Wachstumsinhibition von A. fumigatus beobachtet wurde, betrugen: 1-10µg/mL 
Amphotericin B (Sigma Aldrich); 15-25 µg/mL Imidazol (Sigma Aldrich) und 40-100 mg/mL 
Congo red (Sigma Aldrich). Die Auszählung der Sporen erfolgte mit dem Cell-counter CASY 
TT (Innovatis, Reutlingen). Es wurden jeweils 5µL Sporensuspension mit 5µL 1% (w/v) 
Agar/AMM zu einer absoluten Konzentration von 105, 104, 103, 102 Sporen verdünnt und 
aufgetropft. Anschliessend wurden die Agarplatten 18-40 Stunden bei 37 °C inkubiert.  
 
4. Zellbiologische Methoden 
4.1 Isolation von PMNs 
Die Isolation der Granulozyten aus Frischblut erfolgte nach dem Protokoll von Wozniok et al. 
(2008). Nach der Gradientenzentrifugation des Blutes in „PolymorphpräpR“ (Axis Shield, 
England) wurden die Granulozyten abgenommen und durch Lyse der Erytrozyten in ACK 
Puffer (Invitrogen) aufgereinigt. Die Koinkubation mit A. fumigatus Hyphen erfolgte in 
RPMI/ 5% (v/v) FKS (Sigma Aldrich, München). Die Hyphen wurden in RPMI/ 5% (v/v) 
FKS bei 37  °C 8 Stunden vorgezogen und durch Zentrifugation bei 4000rpm geerntet.  
 
4.2 Koinkubation von PMNs mit A. fumigatus 
Die Koinkubation von Granulozyten und Hyphen erfolgte in einem Zahlenverhältnis von 1:10 
oder 1:1 (je nach Versuch) bei 37  °C ruhend in RPMI / 5% (v/v) FKS.  
 
5. Cytologische Methoden 
5.1 Fluoreszenz- und Lichtmikroskopie 
Mikroskopische Analysen wurden mit einem Zeiss Axis Mikroskop durchgeführt (Zeiss, 
Jena). Fluoreszenzmikroskopie erfolgte an einem Mikroskop der Firma Leica DM4500B 
(Leica Microsystems, Bensheim). Bilder wurden mit der Mikroskopkamera Leica DFC 480 




Um die Infektionsrate von A. fumigatus im Mausmodel zu bestimmen wurden weibliche 18-
20 g schwere Mäuse (BALB/c) mit 100mg/kg Cyclophosphamid (Sigma Aldrich, München) 
an Tag -4, -1, 2, 5, 8, 11 immunsupprimiert. An Tag -1 vor der Infektion erhielten die Mäuse 
zusätzlich 200mg/kg Cortisonacetat (Sigma Aldrich, München) subkutan. Die A. fumigatus 
Konidien wurden in PBS/0,1% (v/v) Tween 80 (Merck) geerntet und über Miracloth 
(Calbiochem) gefiltert. Nach der Betäubung der Mäuse mit 200µL/ 20g Körpergewicht 1% 
(v/v) Ketamin (WDTeG) 0,02% (v/v) Rompun (Bayer) wurden sie mit 25µL 
Konidiensuspension intranasal infiziert. 25µL Konidiensuspension enthielten 5 x 103 
Konidien. Das Überleben der Mäuse wurde mehrfach täglich überprüft. Schwer erkrankte 
Tiere wurden mit 200µL 3,2 % (v/v) Narcon (Rhone Merieux) getötet. Die Infektionsversuche 
erfolgten in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von B. Hube (I. Jacobsen), HKI, Jena. 
Im „Cortisonacetat“ Modell wurden etwa 25 g schwere Mäuse mit 1,25 g/kg Körpergewicht 
Cortisonacetat am Tag -3 und 0 immunsupprimiert. Die Infektion erfolgte mit 105 A. 







1. Optimierung der 2D-Gelelektrophorese von Proteinextrakten aus A. fumigatus.  
Um die direkte Antwort von A. fumigatus auf sich ändernde Umweltbedingungen zu 
verfolgen, wurde die Proteinisolation und Auftrennung der Proteine im 2D-Gel optimiert. Die 
Aufreinigungsmethode der Proteinextrakte bestimmt massgeblich die Qualität und Anzahl der 
detektierbaren Spots und damit die Auswertbarkeit der 2D-Gele.  
 
1.1 Proteinisolation aus A. fumigatus.  
Zur Optimierung der Proteinisolation wurde A. fumigatus in AMM/Glucose über Nacht bei 37 
°C angezogen, das Myzel nach der Ernte in flüssigem Stickstoff eingefroren und im Mörser 
mit Pistill aufgeschlossen. 50 mg aufgebrochenes Myzel wurden direkt in 300µL SDS 
Lysepuffer resuspendiert (Abbildung 4/1). Nach einer Zentrifugation wurde der Überstand 
unverzüglich zum Beladen eines IPG strips benutzt (7cm; 3-11 pH). Zum Vergleich wurden 
50 mg Myzel mit dem „Clean Up Kit“ von GE Healthcare aufgereinigt und die Proteine 
ebenfalls auf einen 7cm Streifen mittels „Cup loading“ geladen (Abbildung 4/2). Die dritte 
Methode kombinierte die 
Proteinextraktion in einem SDS 
Puffer und die anschließende 
Aufreinigung der Probe mittels 
„Clean Up Kit“ (Abbildung 4/3). 
Eine direkte Fällung der Proteine 
mit TCA/Aceton führte zur 
Isolation von Probe 4 (Abbildung 
4/4). Nach der Auftrennung der 
Proteine in der 2. Dimension 
wurden die Minigele mit 
colloidalem Coomassie gefärbt. 
Abbildung 4 zeigt die 2D-Gele der 
unterschiedlichen Aufreinigungen 
im Vergleich. Die Qualität der 
Probenisolation konnte durch 
Vergleich der Deutlichkeit der 
Proteinspots und Verringerung der 
Streifenbildung im Gel bestimmt werden. Die Aufreinigung mit Hilfe des „Clean Up Kits“ 
ergab deutliche Spotgrenzen, wenig Streifenbildung und minimalen Hintergrund im Gel 
(Abbildung 4/1). Auch die TCA/Aceton Fällung (Abbildung 4/4) ergab eine klare 
Auftrennung und eine deutlich höhere Anzahl detektierbarer Spots.  
 
Abbildung 4: Optimierung der Proteinextraktions-
methoden. Coomassie gefärbte Minigele (7cm), pH 
3-11. Proteinextraktion mit SDS (1), „Clean Up Kit“ 
(2), SDS/“Clean Up Kit“ (3) oder TCA/Aceton 
Fällung (4).  
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1.2 Proteinsolubilisierung in unterschiedlichen Lysepuffern. 
Beim Lösen des Proteinpellets nach Aufreinigung der Proteine aus der Myzelprobe kann die 
Zugabe von Detergenzien die Löslichkeit der Proteine erhöhen. Deshalb wurden 
Proteinproben in fünf unterschiedlichen Lysepuffern solubilisiert und in 2D-Gelen verglichen. 
Die Proteinextraktion erfolgte mit Hilfe des „Clean Up Kits“ (GE Healthcare). Die 
Lysepufferzusammensetzung ist in Tabelle 6 dargestellt. 
 
Tabelle 6 Lysepuffer zur Solubilisierung der Proteine.  
Lysepuffer I II III IV V 
Harnstoff 9M 7M 7M 7M 7M 
Thioharnstoff - 2M 2M 2M 2M 
CHAPS (v/v) 4% 4% 2% - 1% 
Zwittergent 3-10 - - 1% - 0,5% 
ASB 14 - - - 1% 0,5% 
Ampholyte (v/v) 0,8% 0,8% 0,8% 0,8% 0,8% 
DTT 60mM 60mM 60mM 60mM 60mM 
Tris 40mM 40mM 40mM 40mM 40mM 
  
Das Proteinpellet aus der „Clean Up Kit“ Aufreinigung wurde in jeweils 200µL Lysepuffer 
aufgenommen und im Ultraschallbad 10 Minuten gelöst. Nach der 
Proteinkonzentrationsbestimmung (Bradford, 1976) wurden 200µg Probe mittels „Cup 
loading“ auf einen 24 cm IPG Steifen (pH 3-11) geladen. Abbildung 5 zeigt den Vergleich der 
unterschiedlichen Lysepuffer im 
2D-Gel. Spots mit den schärfsten 
Spotgrenzen und wenig 
Hintergrund wurden mit 
Lysepuffer II und III detektiert 
(Abbildung 5). Da die Protein-
probe in Lysepuffer III mehr Spots 
auf dem Gel zeigte, wurde dieser 
Lysepuffer für die weiteren 2D-











Abbildung 5: Lysepufferoptimierung. Lysepuffer 
entsprechend Tabelle 6 Coomassie gefärbte 2D-Gele 
24cm/ pH 3-11.  
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2. AfYap1 vermittelte Stressantwort von A. fumigatus auf ROI. 
 
2.1. Oxidativer Stress in A. fumigatus.  
In frühen Stadien der A. fumigatus Infektion werden die Abwehrmechanismen des 
Wirtsorganismus durch Alveolarmakrophagen und Granulozyten repräsentiert, die die 
Konidien schon in der Lunge attackieren (siehe Einleitung). Es konnte gezeigt werden, dass 
zum Abtöten einiger Pathogene wie z.B. Candida albicans und Staphylococcus aureus die 
Bildung reaktiver Sauerstoffintermediate (ROI) in den Immuneffektorzellen induziert wird. 
Da Patienten mit defekter NADPH Oxidase, die zur Produktion von ROI essentiell ist, 
vermehrt an IA erkranken, lag die Vermutung nahe, dass ROI auch zur Abwehr von A. 
fumigatus gebildet werden. Die erfolgreiche Infektion setzt deshalb die Fähigkeit des 
Pathogens voraus, sich gegen ROI zu schützen. Die Antwort von A. fumigatus auf oxidativen 
Stress wurde deshalb mittels Proteomanalysen untersucht.  
Die Regulation von ROI detoxifizierenden Proteinen erfolgt in Saccharomyces cerevisiae 
durch den Transkriptionsfaktor Yap1p. Um die Rolle der ROI Abwehr bei Infektionen durch 
A. fumigatus zu untersuchen, wurde das Yap1p Homolog in A. fumigatus identifiziert und 
molekularbiologisch charakterisiert. Für die Redoxregulation von Yap1p ist das 
Thioredoxinsystem in S. cerevisiae essentiell, so dass auch dessen Regulation in die 
Untersuchungen miteinbezogen wurde. Bei Induktion des Thioredoxinsystems unter 
oxidativem Stress, wird Yap1 ebenfalls aktiviert.  
 
2.1.1. Induktion der Thioredoxinreduktase durch 2mM H2O2.   
Ein Schlüsselenzym zum Abbau von ROI ist die Thioredoxinreduktase Trr1 (siehe 
Einleitung). Um den genauen Zeitpunkt der Induktion der generellen oxidativen Stressantwort 
zu ermitteln, wurde deshalb die Aktivität der Trr1 nach Stressinduktion mit H2O2 und Diamid 
in nativen Proteinextrakten bestimmt. Aus einer AMM/Glucose Übernachtkultur wurde nach 
Zugabe von 2mM H2O2 bzw. 2mM Diamid zu unterschiedlichen Zeitpunkten Myzel 
entnommen und zur Proteinisolation verwendet. Die Reduktion von Thioredoxin durch die 
Thioredoxinreduktase ist eine NADPH-abhängige Reaktion. Die Trr1 Aktivität lässt sich 
aufgrund der spezifischen Absorption von NADPH im Photometer detektieren. Nach Erstellen 
eines nativen Proteinextrakts in Kaliumphosphatpuffer wurde nach Zugabe von 
aufgereinigtem Thioredoxin aus A. nidulans (isoliert von Marcel Thön) und NADPH die 
Abnahme der Absorption bei 340nm gemessen (Thon et al., 2007). Unter Berücksichtigung 
des spezifischen Extinktionskoeffizienten für NADPH (εNADPH: 6,22 mM-1cm-1) wurde 
entsprechend dem Lamberth Beerschen Gesetz aus der Abnahme der Extinktion (∆E) die 

























































































Die Enzymaktivitäten sind in Abbildung 
6A/B schematisch dargestellt. Schon 30 
Minuten nach H2O2 Zugabe zeigte sich 
eine deutlich gesteigerte 
Thioredoxinreduktaseaktivität. Wobei die 
Aktivitäten insgesammt bei Induktion 
durch H2O2 deutlich schwächer detektiert 
wurde als bei Zugabe von Diamid. Die 
Aktivität erreichte 60 Minuten nach  
H2O2 Zugabe ihren Höhepunkt. Nach 
Zugabe von Diamid wurde die 
Thioredoxin-reduktaseaktivität schon 
nach 30 Minuten maximal induziert. Im 
Zeitverlauf der Diamidinduktion wurde 
insgesamt eine stärkere und länger 
anhaltende Induktion der 
Thioredoxinreduktase beobachtet. Diamid führt durch die unspezifische Oxidation von 
Proteinen zu generellem oxidativem Stress in der Zelle. Die Induktion der 
Thioredoxinreduktase ist anscheinend noch von anderen redoxabhängigen Faktoren reguliert, 
die bei H2O2 Stress weniger stark aktiviert werden.  Der zeitliche Verlauf der 
Thioredoxinreduktaseinduktion nach H2O2 oder Diamidzugabe verdeutlicht die schnelle 
Reaktion von A. fumigatus auf plötzlich auftretenden oxidativen Stress und die Fähigkeit des 
Pilzes, ROI effektiv zu detoxifizieren.  
 
2.1.2. Proteomanalyse der oxidativen Stressantwort von A. fumigatus.  
Um einen Überblick über die ROI induzierte Stressantwort von A. fumigatus zu erhalten, 
wurde der Wildtyp ATCC 46645 über Nacht in AMM/Glucose bei 37 °C vorinkubiert und 
anschließend 2mM H2O2 ausgesetzt. Myzel wurde zum Zeitpunkt T0, T15, T30, T45, T60 
und T120 min geerntet und zur Aufreinigung der Proteine Phenol-Ammoniumacetat (siehe 
Material und Methoden) benutzt.  
Die Markierungstechnik mit „2-D Fluorecence Difference Gel Elecrophoresis“ (DIGE) 
Farbstoffen ermöglicht die Analyse von zwei Proteinproben und einem internen Standard in 
einem 2D-Gel. Abbildung 7 zeigt exemplarisch ein 2D DIGE-Gel, in dem Proteinproben von 
ungestresstem (Cy3/rot) und H2O2 gestresstem Wildtypmyzel (Cy5/blau) aufgetrennt wurden. 
Der interne Standard wurde Cy2 markiert und erscheint in Abbildung 7 gelb. Mit Hilfe der 
Decyder Software (GE Healthcare) konnten die Veränderungen der relativen Spotvolumina 
nach Stressinduktion durch 2mM H2O2 berechnet werden. Der interne Standard bestand aus 
einer äquivalenten Mischung der zu vergleichenden Proben und ermöglichte die 
Abbildung 6: Thioredoxinreduktaseaktivität 
nach Induktion mit 2mM H2O2 (A oder 
2mM Diamid (B. Die Trr1 Messwerte 
beziehen sich auf die spezifischen 
Enzymaktivität U/mg Protein. 
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Abbildung 7: 2D DIGE-Gel des H2O2 gestressten Wildtyps. Die Proteinprobe des 
ungestressten Wildtyps wurde Cy3 markiert und erscheint hier rot. Die Proteinprobe nach 
45 Minuten Stressinduktion wurde Cy5 markiert und ist blau dargestellt. Der interne 
Standard setzte sich aus beiden Proben zusammen und wurde Cy2 (gelb) markiert. Der 
IPG Streifen trennt die Proteine in der ersten Dimension in einem pH Gradienten von 3-
11. Spots aus Tabelle 7 sind mit weißen Kreisen markiert und nummeriert.    
Normalisierung der Spotintensitäten mittels „Decyder Software“ (GE Healthcare). Eine 
Spotvolumenveränderung, die über der zweifachen Standardabweichung lag, wurde als 
signifikant erachtet. Der Versuch wurde in fünf biologischen mit je vier technischen 
Replikaten wiederholt, um eine statistisch signifikante Auswertung der Stressantwort von A. 
fumigatus zu ermöglichen.  
 
Proteinspots mit veränderten Intensitäten über dem Wert der zweifachen Standardabweichung 
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit Trypsin verdaut. Die Proteinidentifizierung 
erfolgte anschließend über MALDI TOF Analyse. Tabelle 7 stellt die Proteine, die nach H2O2 
Behandlung veränderte Spotintensitäten zeigten, zusammen.  
 































Tabelle 7 H2O2 regulierte Proteine.  
 
            H2O2 Regulation 
Spot   15min       45min         Accession-Nr.                     Protein 
    Antioxidative Proteine 
1 +4,3 +10,3 gi|70984685 Allergen Asp F3 
2 +2,1 +3,7 gi|70994244 Peroxiredoxin Prx1 
3 +2,0 -2,0 gi|70994134 Cytochrom C Peroxidase 
4 +2,7 +1,2 gi|70997966 Cu/Zn Superoxiddismutase 
5 - +1,3 gi|70986104 Katalase Cat1 
    Hitzeschockproteine 
6 +1,8 +2,5 gi|70998901 30 kDa Hitzeschockprotein 
    Proteasen 
7 +1,2 -2,0 gi|70994510 Zn-abhängige Protease Cym1  
    Proteintranslation 
8 +1,0 -1,6 gi|70994928 Transl. Initiationsfaktor 
    Pentosephosphatzyklus 
9 +2,1 +2,1 gi|70995930 Transketolase TktA 
10 +2,3 -1,0 gi|70997968 Transaldolase 
    Glykolyse 
11 +1,9 +2,3 gi|70985278 Glyceraldehyd-3-P-DH 
12 +1,7 +3,2 gi|70991192 Pyruvat-DH α Untereinheit 
 
   
Fettsäure oder Lipidmetabolismus 
13 +1,0 -2,1 gi|70998574 Zn-abhängige Alkohol-DH 
14 +1,2 +1,6 gi|70983360 Acetyl Co-A Acetyltransferase 
    Polyaminweg 
15 +2,9 +1,3 gi|70995928 Spermidinsynthase 
    Aminosäuremetabolismus 
16 -2,0 -2,0 gi|146323885 Glutaminsynthetase 
17 -1,2 -2,2 gi|70998466 Carbamoylphosphatsynthase 
18 +1,0 +1,9 gi|70995231 Adenosylhomocysteinase  
    Zytoskelettaufbau 
19 -3,1 -1,3 gi|70985226  Aktin Interaktionsprotein 2 
20 -1,8 +1,1 gi|15625248 β-Tubulin 
21 -1,7 -1,5 gi|70987216 Topomyosin   
    Regulatorische Proteine 
22 +2,2 +1,2 gi|70989229 14-3-3 Fam. Protein ArtA 
    Kofaktorsynthese 
23 +1,1 +2,0 gi|70985178 Thiaminbiosynthese Protein Nmt1 
    Purine und Pyrimidinsynthese 
24 +1,2 +3,4 gi|70982225 Phosphoribosyltransferase Xpt1 
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Abbildung 8: Proteinspots nach Induktion mit 2mM H2O2. A) Gelbildausschnitte von 
gestresstem Wildtyp zum Zeitpunkt T0 und T45 min. Spot der Thioredoxinperoxidase 
AspF3, des Peroxiredoxins Prx1, der Cytochrom C Peroxidase Ccp1 und des 
Thiaminbiosyntheseproteins Nmt1 sind mit Pfeilen markiert. B) Schematische Darstellung 
der Spots aus A) mit Hilfe der Decyder software. C) Zeitverlauf der 
Spotvolumenveränderung nach H2O2 Induktion der Thioredoxinperoxidase AspF3 und 
des Peroxiredoxins Prx1.  
T0            T30           T60           T90  T0            T30           T60           T90  
AspF3 Prx1
C
25 +1,8 +1,4 gi|70983336 Alanyl tRNA Synthetase 
    Andere Proteine 
26 +2,3 +6,2 gi|70985948 GMC Oxidoreduktase 
27 -1,1 -2,1 gi|70982732 Konserv. NAD abh. Dehydrogenase 
28 -2,1 -2,3 gi|70982442 UGP1 
     
+/- bezeichnet die Veränderung des relativen Spotvolumens nach 15 bzw. 45 Minuten H2O2 
Stress im Vergleich zu T0.  
 
Durch die Zugabe von H2O2 wurden 
Proteine induziert, die mit der 
Detoxifizierung von ROI in direktem 
Zusammenhang stehen (Thioredoxin-
peroxidase AspF3, Peroxiredoxin Prx1, 
Cu/Zn Superoxiddismutase und Katalase 
Cat1). Gelbildausschnitte sind 
exemplarisch in Abbildung 8A 
dargestellt. Die Veränderung der 
relativen Spotintensität nach H2O2 
Induktion lässt sich durch die 3D-Ansicht 
der Decyder Software anschaulich 
darstellen (Abbildung 8B).  
Die Reduktionsäquivalente zum ROI Abbau werden grösstenteils aus der Glykolyse und dem 
Pentosephosphatzyklus gewonnen. Die Induktion der Glycerinaldehyd 3-Phosphat 










T0             T45B
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Dehydrogenase GpdA nach H2O2 Zugabe in A. fumigatus deutet auf einen vermehrten Bedarf 
an NADPH hin.  
Auch eine generelle Stressantwort wurde durch 2mM H2O2 induziert (30kDa 
Hitzeschockprotein, Thiaminbiosyntheseprotein Nmt1 und Spermidinsynthase). Hohe 
Konzentrationen von Peroxid O22- (z.B. 2mM H2O2) werden in vielen Organismen 
vornehmlich durch Katalasen und Peroxidasen abgebaut. Bei der Thioredoxinperoxidase 
AspF3 handelt es sich um eine Thioredoxinabhängige Peroxidase, die in 
Aspergillosepatienten bereits als Allergen identifiziert wurde. Das Homolog Tsa1p dient in S. 
cerevisiae als Peroxidase, Chaperon und Transkriptionsregulator bei oxidativem Stress. Das 
Peroxiredoxin Prx1 besitzt ein mitochondriales Signalpeptid und eine Peroxidasedomäne. Es 
ist anzunehmen, dass beide Proteine H2O2 mit Hilfe von Thioredoxin als Kofaktor 
detoxifizieren.  
Mit Hilfe der „biological variation analysis“ (BVA) Software von GE Healthcare wurden die 
technischen und biologischen Gelreplikate miteinander verglichen. Durch die Verwendung 
eines internen Standards für alle Gele war es möglich, eine Zeitreihenanalyse durchzuführen. 
Abbildung 8C zeigt die schematische Darstellung der Spotintensitäten für AspF3 und Prx1 
nach 2mM H2O2 Stressinduktion im Zeitverlauf. Dabei repräsentieren die grauen 
Einzelstriche jeweils ein Gel der Versuchsreihe. Die blaue Trendlinie zeigt die von BVA 
berechnete Spotintensität in Abhängigkeit der Stressinduktionszeit über die gesamte 
Versuchszeit unter Berücksichtigung der Spotintensitäten in den jeweiligen Einzelgelen. Zur 
Normalisierung der Daten wurden bei der Zeitverlaufsdarstellung die logarithmierten Werte 
der Spotintensitäten aufgetragen. Die AspF3 Spotinduktion erfolgt nach Stressinduktion in 
den ersten 90 Minuten. Anschließend fällt die Spotintensität wieder auf das Ausgangslevel. 
Der Prx1 Spot hingegen zeigt eine schnelle und sehr hohe Induktion nach 30 Minuten 
Stressinduktion, die bereits nach 60 Minuten wieder abfällt. Die schnelle Induktion 
verschiedener Schutzmechanismen nach Zugabe von H2O2 legen die Vermutung nahe, dass 
die Stressantwort durch einige, wenige Regulatoren generell aktiviert wird.  
 
2.2. Charakterisierung des Yap1p Homologen AfYap1 von A. fumigatus.  
 
2.2.1. Sequenzvergleich und Homologiesuche von Yap1p in A. fumigatus. 
Die wichtigsten Proteine zur Detoxifizierung von ROI sind in S. cerevisiae durch den 
Transkriptionsfaktor Yap1p reguliert. Durch Disulfidbrückenbildung innerhalb der 
Cysteinregion bei oxidativem Stress wird das Kernexportsignal (NES) maskiert und Yap1p 
akkumuliert im Kern (Kuge et al., 1997, Kuge et al., 2001). Durch „BLAST search“ Analyse 
in Cadre und NCBI wurde das Yap1p Homologe in A. fumigatus identifiziert. Der Locus 
Afu6g09930 enthält die Afyap1 Gensequenz. Sie ist 1848bp lang, weist zwei Intronen auf und 
wird anscheinend zu einem Protein mit 66,7 kDa translatiert. Das Yap1p Homologe 
gi|70992067 in A. fumigatus wird im Folgenden AfYap1 genannt. 
Ergebnisse 
 30 
Abbildung 9 zeigt die Sequenzgegenüberstellung des Yap1p aus S. cerevisiae mit AfYap1 aus 
A. fumigatus. Die Sequenzidentität der  beiden Proteinsequenzen beträgt 44,7%. Für AfYap1 
wird eine Funktion als bZIP Transkriptionsfaktor vorhergesagt. Die DNA Interaktionsdomäne 
ist in Abbildung 9 blau markiert. Das Kernexportsignal liegt bei AfYap1 zwischen den 
konservierten Cysteinresten, die zur Regulation der Transkriptionsaktivität und Maskierung 
des Kernexportsignals bei Stress essentiell sind. Sie sind in Abbildung 9 rot markiert. Um 
dem identifizierten Yap1p Homologe eine ähnliche Funktion wie in S. cerevisiae 
nachzuweisen, wurden zunächst Kernlokalisationsstudien durchgeführt.  
 
 
2.2.2. Kernlokalisationsstudien von AfYap1.  
Zur Lokalisierung von AfYap1 unter verschiedenen Stressbedingungen wurde aus H2O2 
gestresstem Wildtypmyzel RNA isoliert, welche als Matrize zur cDNA-Synthese eingesetzt 
wurde. Afyap1 wurde mit Hilfe der Primer Yap16/9 und Yap18/10 und einer „Proofreading“ 
Polymerase amplifiziert und in den Vektor pUCGH (Langfelder et al., 2001) kloniert. Der 
Vektor trägt das „enhanced“ GFP Gen aus Aequorea victoria unter der Kontrolle des otef 
Promotors aus Ustilago maydis, der auch in A. fumigatus konstitutiv aktiv ist (Spellig et al., 
1996). Die schematische Ansicht des Vektors otef-Afyap1-eGFP ist in Abbildung 10A 
dargestellt. Die korrekte Integration des Afyap1 Gens in pUCGH nach BamHI vermittelter 
Restriktion wurde durch DNA-Sequenzierung überprüft (Abbildung 10B). Die erfolgreiche 
Integration des otef-Afyap1-eGFP Konstrukts in das Genom von A. fumigatus wurde durch 
Cys - reich 
bZIP 
Abbildung 9: Sequenzvergleich von 
Yap1p mit AfYap1. Gleiche 
Aminosäuren sind mit einem 
Doppelpunkt, ähnliche Aminosäuren 
mit einem Punkt gekennzeichnet. Die 
bZIP Domäne zur Interaktion mit DNA 
ist blau markiert, die cysteinreiche 
Region zur Regulation der 
Kernlokalisation rot.  
Ergebnisse 
 31 
Abbildung 10: A) Vektor pUCGH-Afyap1 zur Expression von Afyap1-eGFP unter der 
Kontrolle des otef Promotors. B) Die korrekte Integration des Afyap1 PCR Produkts wurde 
durch Sequenzierung mit Hilfe des Sequenzierungsprimers  Seq.Pr./rot 
markiert/GTTGTGCCTGGCGAGGAC überprüft. C) Integration des otef-Afyap1-eGFP 























PCR-Analyse verifiziert (Abbildung 10C). Bei korrekter Integration des Konstruktes ergab 





























den erhaltenen Transformanten eine Überproduktion von AfYap1 statt.  
Zur Lokalisierung des AfYap1-eGFP Proteins wurde der erhaltene Stamm ATCC-otef-
Afyap1-eGFP-HygR über Nacht in AMM/Glucose bei 37 °C angezogen und anschließend 








eine Kernlokalisation von AfYap1-eGFP (Abbildung 11). Die Kernlokalisation von AfYap1 
wurde durch die Kolokalisation mit der DAPI gefärbten DNA im Zellkern der Hyphe 
verifiziert (Abbildung 11/3). Die Kernakkumulation war reversibel, da das eGFP Signal nach 
45 Minuten diffuser wurde, als AfYap1 sich wieder in der Zelle verteilte. Obwohl keine 
direkte Interaktion zwischen Yap1p und Trx1 (Thioredoxin) in Hefe nachgewiesen wurde, 
geht man jedoch davon aus, dass Thioredoxin für die Reduktion des Yap1p Proteins 
verantwortlich ist. Die Theorie stützt sich auf die Tatsache, dass Yap1p in einem ∆Trr1 
(Thioredoxinreduktase) Stamm permanent im Kern lokalisiert ist (Izawa et al., 1999).  
 
Die Kernakkumulation von AfYap1 ist ein hoch dynamischer Prozess, der den oxidativen 
Zustand der Zelle zeitnah darstellt. Bei einer Behandlung mit 2mM Menadion erfolgte 
ebenfalls eine schnelle Kernlokalisation von AfYap1. Das eGFP Signal persistierte allerdings 
wesentlich länger im Kern als bei H2O2 vermitteltem Stress. Auch die Zugabe von 2mM 
Diamid führte zur Kernlokalisation von AfYap1. Diamid führt zur Oxidation aller 
verfügbaren Thiol-Gruppen und damit auch zur Kernlokalisation von AfYap1. Da Diamid 
allerdings durch die AfYap1 Zielgene nicht abgebaut wird, war das eGFP Kernsignal 
beständig (Daten nicht gezeigt) (siehe dazu auch 2.2.5).  
 
2.2.3. Deletion des Afyap1-Gens.  
Um die Funktion von Afyap1 in A. fumigatus zu untersuchen, wurde ein Afyap1 
Deletionsstamm generiert. Zur Herstellung des Deletionskonstrukts ∆Afyap1 wurden die 
Abbildung 11: Mikroskopische Aufnahme vom Otef-Afyap1-eGFP Stamm nach 0, 15, 60 
und 120 Minuten 2mM H2O2 Stress.  

























Abbildung 12: Deletion von Afyap1.  
A) Deletionsplasmid. Flankierende Bereiche des 
Afyap1 Gens (lb und rb) zu beiden Seiten der 
Hygromycinresistenzkassette (HygR).  
B) Schematische Darstellung der Integration des 
Deletionskonstrukts in den Afyap1 Lokus. Die 
markierte Sonde bindet an der linken Flanke des 
Deletionskonstrukts. C) „Southern blot“-Analyse 
der ∆Afyap1 Transformanten und des Wildtyps 
(wt) nach Verdau der DNA mit PstI.  
flankierenden Bereiche von Afyap1 mit Hilfe der Primer Yap1, Yap2 (Linke Flanke), Yap3 
und Yap4 (rechte Flanke)/Tabelle 5 von genomischer DNA amplifiziert und in pCR2.1TOPO 
kloniert. Der erhaltene Vektor pCR2.1-rechte-Flanke wurde durch Restriktion mit den 
Enzymen XhoI/XbaI linearisiert und mit der linken Flanke (XbaI/MluI) aus pCR2.1-linke-
Flanke und der Hygromycinresistenzkassette aus pANsCos1 (MluI/XhoI) (Liebmann et al., 
2004) ligiert. Der resultierende Vektor TOPO∆Afyap1-HygR trägt die Hygromycin-
resistenzkassette zwischen den beiden 
flankierenden Bereichen des Afyap1-
Gens aus A. fumigatus (Abbildung 
12A). Hygromycin ist ein 
Aminoglykosid mit antibakterieller 
und fungizider Wirkung, das 
ursprünglich aus Streptomyces 
hygroscopicus isoliert wurde und die 
Translationsmaschinerie hemmt (Gritz 
& Davies, 1983). Die 
Hygromycinresistenz wird durch eine 
Kinase vermittelt, die Hygromycin 
phosphoryliert und dadurch 
inaktiviert. Die Hygromycin-
resistenzkassette aus pANsCos1 trägt 
das Resistenzgen hph unter der 
Kontrolle des gpdA Promotors aus A. 
nidulans.  Bei der Transformation von 
A. fumigatus ATCC 46645 mit dem 
Deletionskonstrukt aus 
TOPO∆Afyap1-HygR wurde das 
Afyap1 Gen nach homologer 
Rekombination durch die Hygro-
mycinresistenzkassette ersetzt 
(Abbildung 12B). Zwei der fünf 
Transformanten zeigten nach 
mehrfachen Vereinzelungs-
ausstrichen auf AMM/Hyg-Agar-
Platten die erwartete, Gendeletions-
spezifische Bande von 1,5kb im 
„Southern blot“ (Abbildung 12C). Sie 

































2.2.4. Komplementation der Afyap1 Deletion.  
Zur Komplementation der Afyap1 Deletion wurde das Afyap1-Gen mit den Primern Yap10/5 
und Yap11/7 aus genomischer DNA amplifiziert. Die an die Primer angehängten Basenpaare 
ermöglichten den BamHI-Verdau des PCR Produkts und dessen Klonierung in den BamHI 
linearisierten Vektor pAN8.1 (S. Krappmann, persönl. Mitteilung) (Austin et al., 1990). Der 
Vektor pAN8.1 trägt die Phleomycinresistenzkassette in einem pUC18 Derivat. Phleomycin 
ist ein Glycopeptidantibiotikum, das in die DNA interkaliert und so die Struktur der 
Doppelhelix stört. Das ble-Gen der Phleomycinresistenzkassette aus pAN8.1 unterliegt der  
 
Kontrolle des gpdA Promotors aus A. nidulans, der auch in A. fumigatus konstitutiv aktiv ist. 
Der Vektor zur Komplementation der Afyap1 Deletion wurde pAN8.1-Afyap1 genannt und ist 
in Abbildung 13A schematisch dargestellt. Nach der Transformation des ∆Afyap1-Stammes 
mit dem Komplementationskonstrukt wurden fünf Transformanten im „Southern blot“ 
analysiert. Als Sonde diente ein internes Afyap1 PCR Produkt, das mit Hilfe der Primer 
Yap12/13 und Yap14/14 amplifiziert wurde. Bei drei Transformanten konnte jeweils eine 
ektopische Integration des Komplementationskonstrukts nachgewiesen werden (Abbildung 
13B).  
 
Abbildung 13: Komplementation des ∆Afyap1 Stammes.  
A) Vektor pAN8.1-Afyap1 trägt  das Afyap1 Gen (blau) unter der Kontrolle des nativen 
Promotors (kariert) und die Phleomycinresistenzkassette (rot) zur Selektion in A. 
fumigatus. B) „Southern blot“ der Komplementations-Transformanten (2, 6, 7, 8). Zur 
Kontrolle wurde der ∆Afyap1 Stamm (∆) und der Wildtyp (wt) mitaufgetragen. Spur 7 
zeigt keine Bande, da zu wenig DNA aufgetragen wurde. Spur 9 zeigt neben der 























2.2.5. Sensitivität des ∆Afyap1 Stammes gegen ROI. 
Da das AfYap1 Homologe in S. cerevisiae (Yap1p) für die Regulation ROI detoxifizierender 
Gene verantwortlich ist und eine yap1 Deletion zu erhöhter ROI Sensitivität führte, wurde die 
ROI Sensitivität des ∆Afyap1 A. fumigatus Stammes auf Agarplatten bestimmt (Lee et al., 
1999, Moye-Rowley, 2003). Der Test basiert auf der Applikation einer toxischen 
Konzentration der zu testenden Agentien in ein ausgestanztes Loch in der A. fumigatus 
Agarplatte (Lessing et al., 2007). Durch Diffusion des toxischen Stoffes im Agar vom Loch 
ausgehend Richtung Plattenrand bildet sich ein Konzentrationsgradient des Stoffes, der mit 
der Diffusionskonstante des Stoffes korreliert. Durch Verwenden der gleichen Volumina an 
Agar, Konidien und Stressagentien ist der Vergleich der Sensitivität der getesteten A. 
fumigatus Stämme direkt möglich.  
Um oxidativen Stress zu erzeugen, wurden jeweils 150µL 0,98M H2O2, 1mM Menadion oder 
0,1M Diamid im Plattentest eingesetzt. Die Strukturformeln der oxidativen Agentien sind in 
Abbildung 14 A) schematisch dargestellt. Die Zugabe von H2O2 erhöht die 
Peroxidanionkonzentration (O22-) im Agar, während die Zugabe von Menadion die 
Superoxidanionkonzentration (O2−) erhöht.  
 
Abbildung 14: ROI 





Menadion (2) und 
Diamid (3).  
B) Lochplattentest des 
Wildtyps, des ∆Afyap1 
Stammes und des 
Komplementations-
stammes auf die 
Sensitivität gegen H2O2, 
Menadion und Diamid.  
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Diamid ist ein generelles oxidatives Agens, das alle verfügbaren Thiol-Gruppen in der Zelle 
oxidiert. Die Oxidation durch Diamid ist unspezifisch und schädigt nicht nur alle 
Makromoleküle der Zelle, sondern verändert auch ihren Redoxzustand durch Oxidation von 
Glutathion. Der Afyap1 Deletionsstamm zeigte eine deutlich erhöhte Sensitivität gegen H2O2 
und Menadion auf Agarplatte (Abbildung 14B). Die Komplementation der Afyap1 Deletion 
führte zu einer Wiederherstellung des Wildtypphänotyps (Abbildung 14B). Die Sensitivität 
gegen Diamid war nicht durch die Afyap1 Deletion beeinflusst. Die sehr stark erhöhte 
Sensitivität des ∆Afyap1 Stammes gegen H2O2 legt die Vermutung nahe, dass AfYap1 die 
Expression von Peroxidasen oder Katalasen in A. fumigatus reguliert. Die Zugabe von 25mM 
Glutathion in den Plattentest führte zu insgesamt kleineren Hemmhöfen. Die Verkleinerung 
der Hemmhöfe unter Glutahioneinfluss war bei allen getesteten Stämmen prozentual gleich 
(Daten nicht gezeigt). Demnach ist sowohl das Thioredoxin- als auch das Glutathion- 
abhängige Redoxsystem an dem Schutz vor H2O2 und Menadion in A. fumigatus beteiligt. Die 
Untersuchung von AfYap1 Zielgenen sollte Aufschluss über die Regulation der oxidativen 
Stressantwort von A. fumigatus geben.  
 
2.2.6. Regulation der Katalaseaktivität durch AfYap1. 
Die Regulation der Katalaseaktivität durch Yap1p wurde in S. cerevisiae von Lee et al. (1999) 
gezeigt. In A. fumigatus wurden bisher drei Katalasen charakterisiert, zwei myzeliale 
Katalasen Cat1 und Cat2 und die konidienspezifische Katalase CatA (Paris et al., 2003b,  
 
 
Abbildung 15: Katalaseinduktion durch 
oxidativen Stress.  
A) „Northern blot“-Analyse der Katalase cat1 
und cat2 Expression im Wildtyp (wt) und 
Afyap1 Deletionsstamm (∆Afyap1) nach 0, 15 
und 45 Minuten Stressinduktion mit 2mM 
H2O2. B) Katalaseaktivitätstest nach Goldberg. 
Proteinextrakte des Wildtyps (wt) und Afyap1 
Deletionsstammes (∆) ohne (-) und mit (+) 
Stressinduktion durch H2O2 oder Diamid. 
Katalasebanden erscheinen im Gel ungefärbt.  
C) 2D-Gelausschnitte der Katalasen Cat1 und Cat2 ohne (1) und mit (2) Stressinduktion 




Shibuya et al., 2006). Die Deletion von catA in A. fumigatus führte zu einer erhöhten 
Sensitivität gegen ROI, hatte aber keinen Effekt auf die Pathogenität im Mausmodel (Paris et 
al., 2003b). Die Deletion beider myzelialer Katalasen cat1 und cat2 führte zu einer gering 
erhöhten Sensitivität gegen ROI und einer verzögerten, aber nicht verminderten Virulenz im 
Mausinfektionsmodel (Paris et al., 2003b).  
Die Expression der Katalasen cat1 und cat2 im Wildtyp und ∆Afyap1 Stamm wurde im 
Zeitverlauf nach Induktion durch 2mM H2O2 in „Northern blot“-Analysen untersucht 
(Abbildung 15A). Nach der Vorinkubation in AMM/Glucose über Nacht bei 37°C wurde das 
Pilzmyzel durch die Zugabe von 2mM H2O2 gestresst und zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
geerntet.   
Der Wildtyp zeigte eine deutliche Induktion der Expression beider Katalasen bereits 15 
Minuten nach H2O2 Zugabe. 45 Minuten nach Induktion normalisierte sich das 
Expressionslevel beider Katalasen wieder (Abbildung 15A). Im ∆Afyap1 Deletionsstamm 
wurde eine konstitutiv schwache cat1 jedoch keine cat2 Expression detektiert (Abbildung 
15A). AfYap1 reguliert vermutlich die Expression von cat1 und cat2, da beide Transkripte im 
Afyap1 Deletionsstamm nicht mehr durch H2O2 induzierbar waren.  
Die Katalaseaktivität des Wildtyps und des ∆Afyap1 Stammes wurde in nativen 
Proteinextrakten aus H2O2 und Diamid behandeltem Myzel nach Goldberg und Hochmann 
(1989) bestimmt. Es wurden gleiche Proteinmengen in einem nativen Tris-Glycin Gel 
aufgetrennt und das Gel wurde anschließend in einer 5mM H2O2 Lösung inkubiert. Nach 
Inkubation des Gels in einer Peroxidaselösung wurde das Gel nach Zugabe von 
Diaminobenzidin braun gefärbt. An den Stellen, an denen Katalasen das H2O2 
disproportioniert hatten, blieb das Gel ungefärbt. Entsprechend dem spezifischen 
Laufverhalten im Gel wurde jeder negativen Bande eine Katalase zugeordnet (Paris et al., 
2003b). Der Wildtyp zeigt eine stark induzierte Cat1 und Cat2 Aktivität nach H2O2 und 
Diamidinduktion (Abbildung 15B). Der Afyap1 Deletionsstamm zeigt keine Induktion der 
Katalaseaktivität von Cat2 und nur eine geringe Induktion der Katalaseaktivität von Cat1 nach 
Zugabe von H2O2 oder Diamid (Abbildung 15B). Der Deletionsstamm zeigte eine zusätzliche 
Bande mit Katalaseaktivität, die nicht weiter charakterisiert wurde.  
Die Induktion der Katalasen durch H2O2 konnte auch in 2D-Gelen nachgewiesen werden. Für 
den Wildtyp wurden 45 Minuten nach Induktion durch 2mM H2O2 erhöhte 
Proteinspotvolumina (%) für Katalase Cat1 und Cat2 detektiert (Abbildung 15C). Auch im 
Kulturüberstand konnte eine Induktion beider Katalasen nach H2O2 Stressinduktion im 
Wildtyp nachgewiesen werden. Im Überstand des ∆Afyap1 Stammes wurde keine 
Katalaseaktivität nach Stressinduktion durch Diamid detektiert (Daten nicht gezeigt). 
Zusammenfassend ist die Expression der Katalase Cat2 in A. fumigatus allein durch AfYap1 
reguliert. Die Regulation der Expression unter oxidativem Stress ist vermutlich für Cat1 
ebenfalls AfYap1 reguliert. Eine konstitutive Cat1 Expression wird offenbar im ∆Afyap1 
Stamm durch andere Transkriptionsfaktoren gewährleistet.  
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Abbildung 16: 2D DIGE Gel (24cm/pI 3-11) des 
gestressten Wildtyps (T45/Cy3) versus gestressten 
Afyap1 Deletionsstamm (T45/Cy5) und internen 
Standard (Cy2). Spots aus Tabelle 8 sind weiss 
markiert.  
2.2.7. Vergleichende 2D-Gele der Stressantwort des Wildtyps und ∆Afyap1 auf H2O2.  
Yap1p kontrolliert in S. 
cerevisiae die Expression von 
über 60 Genen zur oxidativen 
Stressantwort (Godon et al., 
1998). Die Proteomanalyse des 
H2O2 gestressten Wildtyps im 
Vergleich zum gestressten 
∆Afyap1-Stamm sollte den 
Einfluss von AfYap1 auf die 
Regulation der oxidativen 
Stressantwort von A. fumigatus 
aufzeigen. Zur Proteomanalyse 
wurden beide Stämme in 
AMM/Glucose über Nacht bei 
37 °C angezogen und 
anschließend mit 2mM H2O2 
gestresst. Das Mycel wurde 
nach 45 Minuten Stress-
induktion zur Proteinisolation geerntet. Der Versuch wurde in drei biologischen sowie jeweils 
vier technischen Replikaten durchgeführt. Ein 2D-DIGE-Gel ist exemplarisch in Abbildung 
16 dargestellt. Als signifikant galt die Spotregulation, wenn die Veränderung des relativen 
Spotvolumens oberhalb der zweifachen Standardabweichung lag. Gene von Proteinspots, die 
aufgrund der Afyap1 Deletion nicht mehr wie im Wildtyp durch H2O2 reguliert wurden, 
stellen potentielle AfYap1 Zielgene dar. Alle putativen AfYap1 Zielgene sind in Tabelle 8 
zusammengefasst.  
 
Tabelle 8 Proteomanalyse des Wildtyps im Vergleich zum ∆Afyap1-Stamm nach 45 
Minuten 2mM H2O2 Stressinduktion.  
 
Spotnummer Regulation Accession-Nr. Protein 
   Antioxidative Proteine 
2331 -2,01 gi|70984685 Allergen AspF3 
1942 -2,81   
2098 +1,51   
2177 +1,47   
1712 +1,99 gi|70983971 Mitoch. Peroxiredoxin Prx1 
1877 +2,33 gi|70994244 Mitoch. Peroxiredoxin Prx1 
1901 -2,31 gi|70994244 Mitoch. Peroxiredoxin Prx1 
1457 -1,43 gi|70994134 Cytochrom C Peroxidase   
309 +1,3 gi|70986104 Katalase Cat1 
394 -2,01 gi|70986104 Katalase Cat1 








1337 +2,27 gi|70981999 Flavohämoprotein 
    
   
Hitzeschockproteine 
638 -1,75 gi|70983346 Chaperon HSP- 70 HscA 
115 -1,68 gi|70995752 Hsp70 Chaperon Hsp88 
2013  -1,29 gi|70998901 30kDa Hitzeschockprotein 
1999 -1,67   
1645 -2,17 gi|70991381 Hitzeschockprotein, Klasse I   
1731 +1,88   
1793 -2,01   
    
   
Transkription/Translation 
202 -2,22 gi|70986914 Elongationsfaktor EF-3 
1952 -4,79 gi|70996650 Elongationsfaktor-1 γ 
2095 -2,91 gi|70990614 Eukaryot.Initiationsfaktor 5A 
1586 -2,02 gi|70993368 Histondemethylase Aof2   
    
   
Glykolyse/Pyruvatmetabolis-
mus 
1257 +1,27 gi|70985278 Glycerinald. 3-P Dehydr. GpdA   
659 +1,6 gi|70999438 Phosphoglukomutase  PgmA 
845 +1,47   
868 -1,67   
967 +2,36 gi|70991192 Pyruvat Dehydrogenase α UE 
965 -1,71   
1168 +2,25   
    
   
Pentosephosphatzyklus 
515 -2,04 gi|70995930 Transketolase TktA 
595 +1,47 gi|70995930 Transketolase TktA 
    
   
NADPH Synthese 
1704 +3,68 gi|70990724 Alkoholdehydr.  
1239 +1,65 gi|71001436 Mannitol-1-P Dehydrogenase 
    
   
Proteasen/Proteinabbau 
1274 -1,57 gi|70999520 
Aspartische Endopeptidase 
Pep2 
2586 -2,46 gi|146322420 Ubiquitin UbiA 
    
   
Purin/Pyrimidinsynthese 
886 -1,51 gi|70985853 GMP Synthase 
    
   
Aminosäuresynthese 
499 -2,39 gi|70994626 Methioninsynthase 
429 -2,16   
1076 -1,82 gi|71001796 Aminotransferase 
1135 +1,58 gi|146323885 Glutaminsynthetase   
1126 -1,36   
    
   
Nicht klassifizierte Proteine 
2134 -2,01 gi|70996869 Hypoth.  Protein  
734 +1,71 gi|70982442 UGP1   
738 -2,11   
736 -2,03   
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906 +1,57   
983 -1,84   
1688 -1,54 gi|70985777 Hypoth. Prot.    
1979 -2,25 gi|70997834 p-Nitroreduktase Protein 
194 -1,79 gi|70993478 PH Domänen Protein 
2415 -1,85 gi|71000343 Peptidyl cis trans Isomerase 
2504 -1,46 gi|70995183 Hypoth. Prot.  
1023 +2,27 gi|70991609 
GDP-
Mannosepyrophosphorylase 
2218 +1,66 gi|70997699 Cofilin 
826 +1,55 gi|71000525 Sirohämsynthase 
970 -3,03 gi|70986973 Septin AspB 
+/- zeigt die Veränderung der relativen Spotvolumenintensität beim Vergleich Wildtyp (2mM 
H2O2) gegen ∆Afyap1 Stamm (2mM H2O2) an.  
 
 
Die Thioredoxinperoxidase AspF3, die 
mit Hilfe von Thioredoxin als Kofaktor 
H2O2 detoxifiziert, zeigte AfYap1 
abhängige H2O2 Induktion (Abildung 
17B und C). AspF3 wurde in 
Aspergillosepatienten als Allergen 
nachgewiesen und gilt als Marker von 
Aspergillusinfektionen (Crameri, 
1999). Der Proteinspot der 
Thioredoxinperoxidase Prx1 zeigte eine 
starke Verminderung der Spotintensität 
im Afyap1 Stamm (Abildung 17B und 
C). Die Cytochrom C Peroxidase Ccp1 
wies unter H2O2 Stressinduktion im 
Wildtyp eine Reduktion der 
Spotintensität auf. Im Afyap1 
Deletionsstamm wurde die 
Spotintensität nach H2O2 Stress im 
Vergleich zum Wildtyp weiter 
reduziert. Ccp1 ist in S. cerevisiae in den Mitochondrien lokalisiert und dient dort dem Abbau 
des bei der Atmung entstehenden H2O2 (Dabir et al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass 
Ccp1 antioxidative Funktionen und Aufgaben in der Signaltransduktion in Mitochondrien 
inne hat (Jiang & English, 2006). Das Hitzeschockprotein Hsp70 wurde ebenfalls AfYap1 
abhängig durch H2O2 induziert. Die Chaperonfunktion von Hsp70 in S. cerevisiae ist 
abhängig von der Stressinduktion und den damit verbundenen Interaktionspartnern (Fan et al., 
2003). Eine direkte Interaktion zwischen Hsp70 und AfYap1 bei oxidativem Stress ist 
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Abbildung 17: Thioredoxinperoxidase (AspF3), 
Peroxiredoxin (Prx1), Cytochrom C Peroxidase 
(Ccp1) und Hitzeschockprotein (Hsp70) nach 
Stressinduktion im Wildtyp und ∆Afyap1 Stamm. 
A) 2D-Gelbildausschnitte (Spots sind teilweise 
mit Pfeilen markiert. B) Schematische 
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Yap1 reguliert beschrieben worden. Es konnte jedoch auch ein neues AfYap1 Zielgen 
identifiziert werden, das im Folgenden vorgestellt wird.  
  
2.2.8. Ein neues AfYap1 Zielgen: pnr1.  
p-Nitroreduktasen katalysieren die Reduktion von NO-Gruppen an Proteinen, indem sie FAD 
und NADPH als Kofaktor nutzen. Obwohl die biologische Funktion dieser Reaktion noch 
unklar ist, wird die Rolle der Nitroreduktasen in der Regulation des Redoxzustandes der Zelle 
diskutiert (de Oliveira et al., 2007).  
 
Bisher wurde keine Regulation einer Nitroreduktase durch ein Yap1 Homolog beschrieben. 
Bei der Stressinduktion des Wildtyps mit 2mM H2O2 wurde Pnr1 in 2D-Gelen mit erhöhtem 
Spotvolumen detektiert (Abbildung 18A). Im H2O2 Zeitverlauf zeigte Pnr1 eine kurzzeitig 
erhöhte Spotintensität 30 Minuten nach H2O2 Induktion (Abbildung 18B). Die Deletion von 
Afyap1 führte zu einer Reduktion der Spotintensität, die auch nach H2O2 Induktion detektiert 
wurde (Abbildung 18C). Die transkriptionelle Regulation von pnr1 unter oxidativem Stress 
und im Afyap1 Deletionsstamm wurde in „Northern blots“ verifiziert (Abbildung 18D). Im 
Wildtyp wurde eine deutliche Induktion der Expression nach 15 Miunuten H2O2 Stress 
detektiert. Der ∆Afyap1 Stamm zeigte auch nach Stressinduktion keine pnr1 Expression. Eine 
Abbildung 18: p-Nitroreduktase als AfYap1 Zielgen. 
A) Erhöhtes relatives Spotvolumen für Pnr1 im Wildtyp nach 45 Minuten Stressinduktion 
durch 2mM H2O2. B) Zeitverlaufsgraphik der Spotvolumenänderung der Pnr1 im 
gestressten Wildtyp. Die blaue Linie stellt die Trendlinie der Induktion dar. Graue Linien 
zeigen die Regulation in einzelnen Gelen an. C) 2D-Gelausschnitt und schematische 
Spotdarstellung von Pnr1 beim Vergleich gestresster Wildtyp (wt) gegen gestressten 
Afyap1 Deletionsstamm (∆Afyap1) 45 Minuten nach Zugabe von 2mM H2O2. D) „Northern 
blot“-Analyse der pnr1 Expression im Wildtyp (wt) und Afyap1 Deletionsstamm (∆Afyap1) 




Rolle von Pnr1 in der Regulation des Redoxzustandes der Zelle und bei der Beseitigung von 
Zellschäden nach oxidativem Stress in A. fumigatus ist aufgrund dieser Daten wahrscheinlich. 
Die alleinige Regulation von pnr1 durch AfYap1 macht die p-Nitroreduktase zu einem 
Marker für die AfYap1 Aktivität und oxidativen Stress.  
 
2.2.9. Diamidinduziertes Sekretom von A. fumigatus Wildtyp und ∆Afyap1.  
Da bei der Infektion von A. fumigatus besonders sekretierte Proteine am Schutz des Pilzes vor 
Immuneffektorzellen beteiligt sein können, wurden stressinduzierte, sekretierte Proteine im 
2D-Gel aufgetrennt und analysiert. Zur Untersuchung des Sekretoms von A. fumigatus 
wurden der Wildtyp ATCC 46645 und der ∆Afyap1 Stamm über Nacht in AMM/Glucose bei 
37 °C angezogen. Die Induktion von oxidativem Stress erfolgte mit 2mM Diamid. 
Anschließend wurden die Kulturen weitere 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die sekretierten 
Proteine in den Kulturüberständen wurden mit Trichloressigsäure gefällt und nach einem 
Reinigungsschritt mit Aceton in Lysepuffer III /DTT aufgenommen. Wegen der geringen 
Proteinkonzentration der Proben wurden IPG Streifen (7cm) durch Einquellen der Probe 
beladen („Rehydration Loading“). Die Auswertung der „colloidal“ Coomassie gefärbten Gele 
erfolgte mit Hilfe der Delta2D-Software (Decodon). Abbildung 19 zeigt die Auftrennung 
sekretierter Proteine im 2D-Gel.  
 
Die Regulation der identifizierten Proteine ist in Tabelle 9 dargestellt. Das Sekretom von A. 
fumigatus zeigte insgesamt nur geringfügige Änderungen nach Diamidstressinduktion. 
Proteinspots, die im ∆Afyap1 Stamm im Vergleich zum Wildtyp weniger Spotvolumen 
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Abbildung 19: Sekretom von A. 
fumigatus nach 24 h Diamid-
induktion. Spots aus Tabelle 9 
sind schwarz markiert.  
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Tabelle 9 Sektretom von A. fumigatus nach Diamidinduktion. 
Spot  
wt ohne vs 
mit Diamid ∆Afyap1 vs wt Accession-Nr. Protein 
  
 
 Antioxidative Proteine 
12 +1,27 +1,16 gi 2431866 Katalase Cat1 
13 +1,85 +1,06 gi 2431866 Katalase Cat1 
14 +1,85 +1,14 gi 2431866 Katalase Cat1 
7 +1,32 +2,06 gi 2431866 Katalase cat1 
10 +2,27 -1,59 gi 70983023 Katalase cat2 
71 +1,01 -1,11 gi 70993650 Mn SOD (SodB) 
72 +1,12 -1,07 gi 70993650 Mn SOD (SodB) 
82 +1,47 +15,8 gi 70993650 Mn SOD (sodB) 
84 +1,82 +1,33 gi 17426133 Cu/Zn SOD 
85 +1,10 +1,25 gi 17426133 Cu/Zn SOD 
77 +1,60 +2,2 gi 70995928 Spermidinsynthase 




1 -1,13 +1,1 gi 70995317 ribosomales Protein L35 
2 +1,53   gi 70994076 Aspart. Endopeptidase AP3 
31 +1,44 -1,27 gi 71000273 Proteasom reg. Partikel Rpt1 
4 +1,14   gi 2340046 sekretierte Peptidyl-Peptidase 
5 +1,01 +1,18 gi 2340046 sekretierte Peptidyl-Peptidase 
6 +1,21 +1,13 gi 2340046 sekretierte Peptidyl-Peptidase 
48 +1,28 +1,46 gi 70993608 alkaline Serin Protease Alp1 
49 +1,08 +1,50 gi 384177 extrazell. alkaline Protease 
50 +1,06 +1,50 gi 384177 extrazell. alkaline Protease 
15 -1,03   gi 70985761 Aminopeptidase Y 
33 +1,74 +1,26 gi 70999544 V Chitinase 
56 +1,1 +1,10 gi 70985687 Zellwandglucanase 
30 +1,03 +1,57 gi 70996472 α-Glucosidase B 
23 +1,06 +1,09 gi 70996140 α-Mannosidase 
24 +1,06 +1,39 gi 70996140 α-Mannosidase 
32 +1,46 +1,84 gi 70993214 β-N-Acetylhexoaminidase 
89 +4,85 -1,19 gi 1220098 Hämolysin 
90 +4,04 +3,17 gi 70997691 Ubi-Cytochrom C Reduktase 
91 +2,49 -1,89 gi 1220098 Hämolysin 
92 +2,49   gi 1220098 Hämolysin 
     
    
Aminosäuresynthese 
3 -1,27   gi 71000415 Glutaminase A 
     
    
Glykolyse/Pyruvatm./NADPH 
21 +1,43 -1,07 gi 70999438 Phosphoglukomutase 
34 +1,08 -1,09 gi 71001436 Mannitol-1-P-DH 
35 +1,76 -1,12 gi 70984134 Formiat DH 
45 +2,19 +2,93 gi 70986899 Malat DH 
25 +1,14 +1,36 gi 70991443 Enolase 
41 -9,58 +9,87 gi 70997968 Transaldolase 
28 +4,58 +1,66 gi 70988990 Dihydrolipoamid-DH 
64 +1,49 -1,43 gi 70997109 Triose P Isomerase 
65 -4,20 +13,21 gi 70997109 Triose P Isomerase 
     
     
    
Unklassifizierte Proteine 
11 +1,24 +2,47 gi 70994626 homocyst. S-Methyltransferase 
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42 -1,19 -1,11 gi 70993334 Guanin-Nukleotid-binde Prot. 
61 -1,13 +1,69 gi 70993334 Guanin-Nukleotid-binde Prot. 
62 +1,64 +1,154 gi 70993334 Guanin-Nukleotid-binde Prot. 
19 +1,11 -1,07 gi 70985948 GMC Oxidoreduktase 
26 +1,14   gi 70985799 FAD abh. Oxygenase 
27 +1,24 +1,88 gi 70985799 FAD abh. Oxygenase 
40 -1,11 -1,98 gi 70994238 Regucalcin 
44 +1,08 +8,93 gi 71000943 hypoth. Prot. Afu2g08170 
52 +1,15 -1,59 gi 70990626 Hypoth. Prot. Afu1g04130 
53 +1,63 -1,0 gi 70990626 Hypoth. Prot. Afu1g04130 
57 -1,27 -1,19 gi 70990626 Hypoth. Prot. Afu1g04130 
58 +1,42 +1,44 gi 70990626 Hypoth. Prot. Afu1g04130 
59 -1,00 -1,27 gi 70990626 Hypoth. Prot. Afu1g04130 
60 +1,39 -1,03 gi 70990626 Hypoth. Prot. Afu1g04130 
63 +1,51   gi 70992943 Säure Dehalogenase 
87 -1,07 -2,75 gi 71001828 Allergen AspF13 
66 +1,38 +1,19 gi 2879890 rAspF9 
67 +1,38 +1,19 gi 2879890 rAspF9 
69 +1,74 +38,8 gi 70994880 transl. Initiationsfaktor Gcn20 
75 +1,37 -1,4 gi 70985388 Hypoth. Protein 
76 -1,69 +1,0 gi 70988980 Peptidyl- cis trans Isomerase 
80 +2,59 +2,2 gi 70986268 Zellwandprotein PhiA 
83 -1,23 +2,15 gi 70985857 Hypoth. Protein Afu3g01130 
86 +1,16 -1,16 gi 71000343 Peptidyl cis trans Isomerase 
88 +2,68 +11,77 gi 70983267 Hypoth. Protein Afu8g00430 
93 +1,74 +1,52 gi 71000343 Peptidyl cis trans Isomerase 
94 +1,27 +1,36 gi 71000343 Peptidyl cis trans Isomerase 
97 +3,14 +10,7 gi 85103549 Farnesyl-Synthetase 
     
+/- gibt die Veränderung der relativen Spotvolumenintensität an.  
 
Insgesamt wurde eine relativ hohe Anzahl intrazellulärer Proteine in dem 2D-Gel detektiert, 
da die lange Inkubationszeit vermutlich zur Degradation älterer Hyphen geführt hat. 
Interessanterweise wurden auch im Überstand Katalasen Cat1 und Cat2, sowie die 
Superoxiddismutasen Sod1 und SodB nach Diamidzugabe vermehrt detektiert. Diamid 
induzierter oxidativer Stress führte zu einem erhöhten Spotvolumen der Endopeptidase AP3 
und Chitinase V. Der Zellwandaufbau wurde durch die vermehrte Synthese des 
Zellwandproteins PhiA und des hypothetischen Proteins Afu1g04130 nach Diamidzugabe 
modifiziert. Afu1g04130 wurde als „FG-GAP Repeat“ Protein beschrieben und hat hohe 
Ähnlichkeit zum Integrin aus Acidobacteria bacterium. Integrine vermitteln in vielen 
Organismen die Adhäsion an andere Zellen. Im Afyap1 Deletionsstamm zeigte sich eine 
Reduktion des relativen Anteils des Proteins Afu1g04130 im Überstand, wodurch auch das 
Gen dieses Proteins ein potentielles AfYap1 Zielgen darstellt.  
Hämolysin wurde ebenfalls nach Diamidzugabe vermehrt sekretiert. Hämolysine gehören zu 
den Toxinen, die von A. fumigatus während der Infektion sekretiert werden. Ihre Aufgabe 
besteht in der Lyse humaner Zellen zur Bereitstellung limitierter Nährstoffe wie z.B. Eisen 
(Malicev et al., 2007). Die Afyap1 Deletion führte zu einer reduzierten Sekretion von 




2.2.10. Einfluss von ROI und AfYap1 auf das „Killing“ von A. fumigatus durch PMNs.  
Um den Einfluss von ROI und der Deletion von Afyap1 auf die Abtötungsrate von A. 
fumigatus Hyphen durch Granulozyten zu testen, wurden polymorphkernige, neutrophile 
Granulozyten (PMN) aus Blutproben gesunder Spender isoliert. Granulozyten stellen etwa 
75% der weissen Blutkörperchen und lassen sich in neutrophile, eosinophile und basophile 
Granulozyten unterteilen. Das Cytoplasma von Neutrophilen enthält „spezifische“ Granula, 
die Enzyme wie Lysozym, Kollagenase und Elastase enthalten und „azurophilen“ Granula, 
die saure Hydrolasen und antimikrobielle Enzyme (Defensine, Myeloperoxidase, 
Cathelicidine und Lactoferrin) enthalten (Roos et al., 2003). Die neutrophilen Granulozyten in 
der Lunge stellen neben den Alveolar-Makrophagen und der Aktivität des Flimmerepithels 
eine der ersten Abwehrmechanismen des Wirts dar, mit denen A. fumigatus während der 
Infektion konfrontiert wird. Neutrophile Granulozyten von Patienten mit defekter NADPH 
Oxidase (CGD) produzieren nur geringe Mengen ROI (Reistad et al., 2005). In Experimenten 
kann die NADPH Oxidase durch die Zugabe von Verbindungen wie z.B. 
Diphenyleneiodonium (DPI) gehemmt werden.  
Die PMNs wurden in einem Mischungsverhältnis von 1:1 mit A. fumigatus Hyphen gemischt 
und in RPMI/5%FKS bei 37 °C koinkubiert. Dazu wurden 1 x 106 A. fumigatus Konidien in 
RPMI/5% (v/v) FKS für 8 Stunden bei 37 °C vorinkubiert und die Hyphen durch 
Zentrifugation geerntet. Nach Isolation der neutrophilen Granulozyten mittels 
Gradientenzentrifugation wurden 1 x 106 Zellen/mL auf die Hyphen gegeben. Nach Ablauf 
der Koinkubationszeit wurden die Neutrophilen durch mehrmaliges Waschen mit eiskaltem 
Wasser lysiert und die Hyphen auf AMM/Glucose Platten ausplattiert. Die Kolonieanzahl 
wurden nach Inkubation der Platten bei 37 °C für 20 Stunden ausgezählt. Unter 
Berücksichtigung der Keimungsrate der Ausgangsstämme lässt sich die Überlebensrate der A. 



























































































Bereits nach 120 Minuten Koinkubation wurden bis zu 60% der Hyphen des Wildtyps und 
des ∆Afyap1 Stammes durch die PMNs abgetötet (Abbildung 20A und B). Trotz der erhöhten 
Sensitivität des ∆Afyap1 Stammes gegen ROI zeigte sich kein Unterschied in der 
Abtötungsrate durch PMNs im Vergleich zum Wildtypstamm (Abbildung 20B). Die Zugabe 
von 4mM Glutathion reduzierte den oxidativen Burst und damit den oxidativen Stress der 
PMNs auf die Hyphen (Iwona Wozniok, perönliche Mitteilung). Die Zugabe von Glutathion 
hatte jedoch keinen Einfluss auf das Überleben der Hyphen. Der NADPH Oxidase Inhibitor 
DPI führte nachweislich zur Inhibierung des „oxidative burst“ durch PMNs, hatte aber 
ebenfalls keinen Effekt auf das Abtöten von A. fumigatus Hyphen (Wozniok et al., 2008). Die 
Rolle von ROI beim Abtöten von A. fumigatus Hyphen durch PMNs ist nach diesen 
Versuchsergebnissen fraglich.   
Da offensichtlich AfYap1 bei der Abwehr von gesunden, neutrophilen Granulozyten durch A. 
fumigatus Hyphen keine bedeutende Rolle zukommt, muss die Infektionsrate des 
Deletionsstammes im Vergleich zum Wildtyp im neutropenischen Mausmodel getestet 
werden, um die Rolle von Afyap1 in den frühen Stadien der Infektion zu ergründen.  
 
Abbildung 20: Koinkubation von 
A. fumigatus Hyphen mit PMNs. 
A) Wildtyp und B) Afyap1 
Deletionsstamm. Die Zugabe von 
PMA (hellblau), DPI (dunkelrot) 
oder Glutathion (gelb) hat keinen 
Effekt auf das Überleben der 
Hyphen. Die Überlebensrate der 
Hyphen nach Inkubation mit PMA 
und PMNs (hellgrün) wird durch 
die Zugabe von Glutathion 




2.2.11. Mausinfektionen mit ∆Afyap1-Konidien.  
Um eine mögliche Rolle von AfYap1 bei der Infektion von A. fumigatus zu untersuchen, 
wurden neutropenische Mäuse mit A. fumigatus Wildtyp und ∆Afyap1 Konidien intranasal 
infiziert. Das Infektionsmodel basiert auf einem Minimaldosis-Infektionsmodel von 
Liebmann et al. (2004a).  
Die Afyap1 Deletionsmutante zeigte keine attenuierte Virulenz, wodurch eine Rolle von 
AfYap1 und dessen Zielgenen in der Infektion neutropenischer Mäuse unwahrscheinlich ist 
(Abbildung 21). Mäuse, die mit dem ∆Afyap1/Afyap1 Komplementationsstamm infiziert 
worden waren, wiesen die gleiche Überlebensrate wie der Wildtyp auf. Da in S. cerevisiae 
Yap1 mit Skn7 zur Regulation einiger ROI detoxifizierender Gene interagiert, kann die 
Bedeutung von ROI in der Infektion von A. fumigatus nur durch die Betrachtung beider 
Transkriptionsfaktoren eindeutig geklärt werden.  
 
3. Charakterisierung von Afskn7 und der Rolle von AfSkn7 bei der Abwehr von ROI. 
Yap1p und Skn7p interagieren in S. cerevisiae bei der oxidativen Stressantwort und z.B. bei 
der Induktion der Thioredoxinreduktase (Lee et al., 1999). Neben der Proteinbindedomäne 
besitzt Skn7p eine DNA Interaktionsdomäne, mit der das Protein an der Konsensussequenz 
GGCTGGCC bindet (He & Fassler, 2005). Bindung von Skn7 konnte bereits in den 
Promotoren der Gene Thioredoxin Trx2, Hitzeschockprotein Ssa1 und der 
Mannosyltransferase Och1 in S. cerevisiae nachgewiesen werden (Morgan et al., 1997, Raitt 
et al., 2000, Li et al., 2002). Die Kontrolle der Zellwandsynthese und der meisten 
Zellzyklusgene, sowie der osmotischen Stressantwort unterliegt in S. cerevisiae Skn7p. Da die 
Interaktion von Skn7p und Yap1p in S. cerevisiae gezeigt wurde, ist es wahrscheinlich, dass 
auch AfYap1 mit dem Skn7 Homologen in A. fumigatus interagiert. Das Skn7 Homologe in 
A. fumigatus konnte durch Sequenzanalysen identifiziert werden. Es wird im Folgenden 
Afskn7 (Afu6g12520) genannt. Um die Rolle von AfSkn7 bei der Detoxifizierung von ROI 
und in der Pathogenität von A. fumigatus zu untersuchen, wurde eine Deletion von Afskn7 im 
Abbildung 21: Infektion 
von neutropenischen 
Mäusen mit Konidien des 
Wildtyps (schwarz), des 
Afyap1 Deletions-
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Wildtyp und im ∆Afyap1 Stamm vorgenommen. 
 
3.1 Deletion von Afskn7 
Zur Herstellung des Afskn7 Deletionskonstrukts wurden die flankierenden Bereiche des Gens 
per PCR amplifiziert. Hierzu wurden für die linke Flanke die Primer Skn7 ko1 (18) und Skn7 
ko2 (19) und für die rechte Flanke die Primer Skn7 ko3 (20) und Skn7 ko4 (21) mit 
genomischer DNA als Matrize benutzt (Tabelle 5). Die inneren Primer (19 und 20/Tabelle 5) 
trugen SfiI Überhänge, die das spätere Schneiden des PCR-Fragments mit dem 
Restriktionsenzym SfiI ermöglichten. Die PCR Produkte wurden getrennt in den 
pCR2.1TOPO Vektor kloniert (Invitrogen, Niederlande). Die linke Flanke wurde mit den 
Restriktionsenzymen BstXI und SfiI aus dem entstandenen Vektor TOPO-Afskn7-LB 
ausgeschnitten. Die rechte Flanke wurde mit den Restriktionsenzymen SfiI und NotI aus dem 
Vektor TOPO-Afskn7-RB ausgeschnitten. Beide Flanken wurden zusammen mit der 
Phleomycinresistenzkassette aus pSK341 (SfiI) in pCR2.1TOPO kloniert. Der entstandene 
Vektor TOPO∆Afskn7-Phleo wurde durch SfiI Verdau und Ligation mit der PtrA Kassette aus 
pSK275 (S. Krappmann, persönl. Mitteilung) auf Pyrithiaminresistenz umkloniert, da die 
Transformationsselektion mit Phleomycin nicht effizient war. Der Vektor TOPO∆Afskn7-
PtrA diente zur Isolierung des Deletionskonstruktes und ist in Abbildung 22A schematisch 
dargestellt.  
 
Abbildung 22: Deletion des Afskn7 Gens.  
A) Der Deletionsvektor TOPO∆Afskn7-PtrA trägt die flankierenden Bereiche des Afskn7 
Gens (grün) und die Pyrithiaminresistenzkassette (rot). B) Schematische Darstellung des 
Afskn7 Lokus im Wildtyp und bei erfolgreicher Afskn7 Deletion. C) „Southern blot“ von 
genomischer DNA der ∆Afskn7 Transformanten und des Wildtyps.  
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Wie bereits bei der Erzeugung des TOPO∆Afyap1 Vektors beschrieben unterliegt das ptrA 
Gen in der Pyrithiaminkassette aus pSK275 der Kontrolle des gpdA Promotors aus A. 
nidulans. Nach Vereinzelung der A. fumigatus Transformanten wurde ihre genomische DNA 
mit dem Restriktionsenzym EcoRI geschnitten und im „Southern blot“ analysiert (Abbildung 
22C). Nach erfolgreicher homologer Rekombination des Deletionskonstrukts am Afskn7 
Lokus verändert sich das EcoRI Restriktionsmuster der DNA bei Hybridisierung mit der 
linken Flanke als Sonde (Abbildung 22B). Es konnten sowohl ein ∆Afyap1/∆Afskn7 
Doppeldeletionsstamm, sowie zwei ATCC∆Afskn7 Deletionsstämme isoliert werden, die nur 
noch die deletionsspezifische Bande im „Southern blot“ zeigten (Abbildung 22C). Diese 
Stämme wurden für die Charakterisierung des Afskn7 Gens benutzt.  
 
3.2 Sensitivität von ATCC∆Afskn7 und ATCC∆Afyap1/∆Afskn7 gegen ROI.  
Zur Charakterisierung der Deletionsstämme (∆Afyap1, ∆Afskn7, ∆Afyap1/∆Afskn7 und 
Wildtyp) wurde das Wachstumsverhalten auf unterschiedlichen Medien getestet. Es wurden 
keine Wachstumsunterschiede der Stämme auf 0,01-0,02% (w/v) SDS, 1-2 M Sorbitol, 0,7-
1,5 M NaCl oder 50-200 µM CdCl2 beobachtet. Des Weiteren konnte kein Unterscheid in der 
Wachstumsgeschwindigkeit bei 28 °C, 37 °C und 48 °C detektiert werden. Auch die 
Keimungsraten der Konidien unterschieden sich nicht (Daten nicht gezeigt).  
Wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben wurde die Sensitivität der Stämme gegen Menadion, H2O2 
und tBOOH im Agardiffusionstest bestimmt. Da Menadion freie Superoxidanionen O2− 
erzeugt, wohingegen H2O2 und tBOOH Peroxidanion O22- erzeugen, ist ein direkter Vergleich 
der Sensitivität der Stämme gegen unterschiedliche ROI möglich. Abbildung 23 zeigt die  






















































































Alle Stämme wurden im Agardiffusionstest ohne Sensitivitätsunterschiede gegen Diamid 
getestet (Daten nicht gezeigt). Der ∆Afskn7 Stamm zeigte eine erhöhte Sensitivität gegen 
Peroxidanionen (H2O2 und tBOOH), aber eine höhere Resistenz gegen Superoxidanionen 
(Menadion) im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 23). Der Doppeldeletionsstamm 
∆Afyap1/∆Afskn7 zeigte eine intermediäre Sensitivität gegen die getesteten ROI, die 
zwischen der Sensitivität der jeweiligen Einzeldeletionsstämme lag. Diese Beobachtung lässt 
vermuten, dass auch in A. fumigatus AfYap1 und AfSkn7 zur Regulation der ROI 
detoxifizierenden Gene stressabhängig miteinander interagieren. Die Detoxifizierung von 
Superoxidanionen und Peroxidanionen geschieht bei oxidativem Stress durch unterschiedliche 
Enzyme, die vermutlich durch AfYap1 und AfSkn7 reguliert werden. Besonderen Einfluss 
scheint daher AfSkn7 auf die Regulation der Expression der Gene Superoxidanion-
abbauender Enzyme zu haben. Promotoranalysen könnten Hinweise auf die Regulation ROI 
detoxifizierender Gene durch AfYap1 und AfSkn7 geben.   
Abbildung 23: Sensitivitätstest des Wildtyps, ∆Afyap1, ∆Afskn7 und ∆Afyap1/∆Afskn7. 
A)Agardiffusionstest gegen H2O2, Menadion (Mena) und tBOOH. B) Schematische 




∆ Afyap1/ ∆ Afskn7 
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3.3 Promotoranalysen ROI detoxifizierender Gene in A. fumigatus.  
Die Promotorsequenz liegt meistens am 5'-Ende und somit vor dem RNA-kodierenden 
Bereich. Die wichtigste Eigenschaft eines Promotors ist dessen spezifische Wechselwirkung 
mit den Transkriptionsfaktoren zur Regulation der Transkription. In Pilzen beschränkt sich 
der Promotorbereich meist auf etwa 1500bp vor dem Startcodon des Zielgens. Bei oxidativem 
Stress bindet Yap1p in S. cerevisiae an die Konsensussequenz TTAc/gTAA (Moye-Rowley, 
2003). Neuere Studien zeigen, dass Yap1p auch weniger stringent an ähnliche Sequenzen 
bindet, die das TTA Motiv tragen (Brombacher et al., 2006). In der vorgenommenen 
Promotoranalyse putativer Zielgene von AfYap1 wurde deshalb ein Basenaustausch 
(„mismatch“) in der Konsensussequenz toleriert. Skn7p bindet in S. cerevisiae an der 
Konsensussequenz GGCTGGCC (He & Fassler, 2005). Die DNA Bindung ist auch bei Skn7 
nicht hoch spezifisch, sondern erlaubt den Basenaustausch zu der Sequenz GGCCGG oder 
GGC(c/t)GGC (Tsuzi et al., 2004). Die Promotoren der wichtigsten ROI 
Detoxifizierungsgene wurden mit Hilfe des Programms Vector NTI nach putativen AfYap1 
und AfSkn7 Bindestellen untersucht. Tabelle 10 zeigt die wichtigsten putativen ROI 
Detoxifizierungsgene aus A. fumigatus und ihre putativen AfYap1 bzw. AfSkn7 Bindestellen.  
 
Tabelle 10 Promotoranalyse ROI detoxifizierender Gene. 
 
         AfYap1-        AfSkn7- 
Gen           Kürzel  Accession-Nr.     Binde-         Binde- 
          Position sequenz Position   sequenz 
Afyap1 Afyap1 Afu6g09930 -1211 TTAgTAAcTAA -865 GaCTGGCC 
   -1327 TTAgTAA   
Afskn7 Afskn7 Afu6g12520  -322 GGgTCCC 
Thioredoxinreduktase trr1 Afu4g12990 -884 TTAggTAA -651 GaCTGGCC 
Thioredoxinperoxidase  aspF3  Afu6g02280 -687 TTcgTAA   
Thioredoxinperoxidase prx1  Afu4g09110 -685 TTAaTAA   
  Afu8g07130 -603 TTAtgTAA   
Glutathion gsh2 Afu5g06610 -131 TTAaTAA   
Glutathionreduktase glr1 Afu1g15960     
Glutathionperoxidase gpx3  Afu3g12270   -1184 GGCTcGCC 
     -863 GGCTGGCC 
     -300 GGCTGGgC 
Cytochr. C Peroxidase     ccp1       Afu6g13570   -1162 GGCTGGCC 
Peroxidase  Afu5g02300   -952 GGCTcGCC 
Katalase 1 cat1 Afu3g02270    
Katalase 2 cat2 Afu8g01670 -140 TTAtTAA -241 GGCTGGaC 
   -605 TTAggTAA -1200 tGCTGGCC 
Katalase A catA Afu6g03890 -950 TTAtTAA -1300 aGCTGGCC 





Nr. Pos. YRE Pos. 
Afskn7 
Bindest. 
Katalase C catC Afu2g18030 -500 TTActTAA -384 GGCTGcCC 
     -165 GGCTGGtC 
Spermidinsynthase sps1    -254 GGCTGaCC 




sod Afu1g11640  -53 GGCTGtCC 
Mn Superoxiddismutase Mn sod Afu1g14550  -607 GaCTGGCC 
Fe Superoxiddismutase Fe sod Afu6g07210  -54 aGCTGGCC 
Superoxiddismutase B sodB Afu4g11580    
      
Transketolase  tktA Afu1g13500 -982 TTAtTAA -214 GGCTGtCC 
Pyruvat Dehydr. α UE  Afu1g06960 -324 TTAagTAA -1209 GGgTGGCC 
Alkohol Dehydr.  adhx Afu5g06240   -1064 GGCaGGCC 
     -234 GaCTGGCC 
Glycerinaldehyd-3-P-DH gpdA Afu5g01970 -1322 TTAagTAA -881 GGCTGtCC 
     -584 GGCTGGaC 
Alanyl tRNA Synth. 
 Afu8g03880 -937 TTAgtTAA   
   -911 TTAgaTAA   
   -1300 TTAaTAA   
Thiaminbiosynthese nmt1 Afu5g02470     
Hsp70 Chaperon hscA Afu8g03930 -510 TTAtTAg   
   -380 TTAagTAc   
Spermidinsynthase  Afu1g13490 -526 TTtaTAA   
   -1016 TTcgATAA   
p-Nitroreduktase pnr1 Afu5g09910 -1020 TTAaTcA -1260 GGCCaCtC 
   -1127 TTAgTAA   
   -1164 TTAcTAA   
   -1208 TTAaTAA   
Die Positionswerte sind in Basenpaaren vor dem „Startcodon“ des Zielgens angegeben. Basenpaare 
in der Bindesequenz, die der Konsensussequenz des Transkriptionsfaktors entsprechen, sind in 
Grossbuchstaben geschrieben.  
 
In den Promotoren der Transkriptionsfaktoren AfYap1 und AfSkn7 wurden jeweils 
Bindestellen für eine Autoregulation gefunden. Im Promotor von Afyap1 konnte auch eine 
AfSkn7 Bindestelle identifiziert werden. Im Promotor der Thioredoxinreduktase befinden sich 
sowohl AfYap1 als auch AfSkn7 Bindestellen, was eine Regulation durch beide 
Transkriptionsfaktoren vermuten lässt. In den Promotorsequenzen beider 
Thioredoxinperoxidasen Pxr1 und AspF3 (Tsa1) wurden mehrere putative AfYap1 
Bindestellen identifiziert. Der Promotor des Glutathionperoxidasegens Gpx3 wies keine 
AfYap1 Bindestelle sondern mehrere AfSkn7 Bindestellen auf. Gpx3 ist bei der Regulation 
der Kernlokalisation von Yap1 in S. cerevisiae beteiligt. Eine Regulation der gpx3 Expression 



















Transkriptionsfaktoren. In den Promotoren der  Katalasen cat2 und catA wurden sowohl 
AfYap1 als auch AfSkn7 Bindestellen identifiziert. Die Katalase cat1 zeigte im „Northern 
blot“ eine Deregulation der Expression nach Deletion von Afyap1 (Abbildung 15), obwohl ihr 
Promotor keine putativen AfYap1 Bindestellen aufwies (Tabelle 10). Das p-
Nitroreduktasegen wurde bereits als neues AfYap1 Zielgen beschrieben. In ihrem Promotor 
wurden mehrere AfYap1 Bindestellen und eine AfSkn7 Bindestelle identifiziert, was die 
Regulation der pnr1 Expression durch AfYap1 bestätigt. Zusammenfassend wurden AfYap1 
Bindestellen in Promotoren der Thioredoxin abhängigen Detoxifizierungsgene und der 
Katalasen identifiziert. AfSkn7 Bindestellen wurden dagegen öfter in Promotoren von Genen 
der Glutathion-abhängigen ROI Detoxifizierungsmechanismen und der Superoxiddismutasen 
detektiert. Promotorsequenzanalysen geben jedoch nur Hinweise auf eine mögliche 
Regulation der Expression durch den untersuchten Transkriptionsfaktor. 
 
3.4 „Northern blot“-Analyse ROI detoxifizierender Gene.  
Um die Regulation ROI detoxifizierender Gene durch die Transkriptionsfaktoren AfYap1 und 
AfSkn7 zu untersuchen, wurden Übernachtkulturen des A. fumigatus Wildtypstammes, 
∆Afyap1-Stammes, ∆Afskn7-Stammes und ∆Afyap1/∆Afskn7-Stammes mit 2mM H2O2 oder 
2mM Menadion inkubiert. RNA wurde zu den Zeitpunkten T0, T15 und T45 Minuten aus den 
Proben isoliert.  Exemplarisch für die oxidative Stressantwort wurden die „Northern blots“ 
mit Sonden auf zwei Superoxidanionen (O2− )-detoxifizierende Gene (Superoxiddismutase 
sod1 und sodB) und zwei Peroxidanionen (O22− )-detoxifizierende Gene (Katalase cat1 und 






Abbildung 24: „Northern blot“-Analyse des Wildtyps (wt), des Afyap1 Deletionsstammes 
(∆Afyap1), des Afskn7 Deletionsstammes (∆Afskn7) und des Doppeldeletionsstammes 
(∆Afyap1/∆Afskn7) für die Expression der Katalase (cat1), die p-Nitroreduktase (pnr1), 
der Thioredoxinperoxidase (aspF3) und der Superoxiddismutasen sod1 und sodB unter 
A) H2O2 - oder B) Menadioninduktion. Die rRNA diente als Ladekontrolle des Blots.  
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Als Kontrolle diente eine Sonde auf die p-Nitroreduktase pnr1, die bereits in Kapitel 2.2.8 als 
AfYap1 Zielgen beschrieben wurde. Abbildung 24A zeigt die H2O2 abhängige Induktion des 
p-Nitroreduktasegens im Wildtyp und im ∆Afskn7 Stamm. Die Deletion von Afyap1 führte 
zum Ausfall der pnr1 Expression.  
Im „Northern blot“ wurde eine schnelle Induktion der Katalase cat1 und der 
Thioredoxinperoxidase aspF3 durch Zugabe von H2O2 im Wildtyp detektiert (Abbildung 
24A). Die H2O2 abhängige Induktion der Expression von cat1 und aspF3 wurde durch die 
Deletion von Afyap1 und Afskn7 gestört. Der ∆Afskn7 Stamm zeigte eine schwache Induktion 
der cat1 und aspF3 Expression nach 15 Minuten Inkubation mit H2O2. Die Deletion von 
Afyap1 führte zu einer stressunabhängigen, konstitutiven Expression beider Gene (Abbildung 
24A). Die Expression beider Superoxiddismutasen wurde im Wildtyp durch H2O2 nach 15 
Minuten leicht induziert. In der ∆Afyap1-Mutante war keine Induktion dieser Gene 
detektierbar. Eine Afskn7 Deletion führte zur konstitutiv hohen Expression beider 
Superoxiddismutasen, die durch die Zugabe von H2O2 nach 15 Minuten Stressinduktion 
reprimiert wurde (Abbildung 24A).  
Die Zugabe von Menadion induzierte die Expression von cat1, aspF3 und pnr1 maximal nach 
45 Minuten (Abbildung 24B). Die Deletion von Afyap1 und Afskn7 führte zu einer nicht mehr 
induzierbaren, permanenten Expression von cat1. AspF3 zeigte auch in den 
Deletionsstämmen eine leichte menadionabhängige Induktion (Abbildung 24B). Die 
Basalexpression von aspF3 war in den Deletionsstämmen stark reduziert.  
Beide Superoxiddismutasegene zeigten im Wildtyp eine leichte Induktion der Expression 15 
Minuten nach Menadionzugabe. Dieser Effekt wurde durch die Deletion von Afyap1 und 
Afskn7 verstärkt. Es wurde dementsprechend nach Menadioninduktion mehr Transkript der 
Superoxiddismutasegene in den Deletionsstämmen als im Wildtyp detektiert. Bei der 
Doppeldeletion von Afyap1 und Afskn7 wurde keine Induktion der Expression nach 
Menadioninduktion mehr detektiert. Daher sind beide Transkriptionsfaktoren an der 
Regulation der Expression dieser Gene beteiligt.   
 
3.5 Sensitivitätstest gegen „Congo Red“, Amphotericin B und Imidazol. 
Wegen der unterschiedlichen Sensitivität der Deletionsstämme gegen Superoxidanionen- und 
Peroxidanionen-generierende Agentien, wurden die Stämme auf ihre Sensitivität gegen 
unterschiedliche Fungizide getestet, die u.a. mit der Stressantwort der Zelle korrelieren.  
„Congo Red“ wird zum Anfärben pilzlicher Zellwände genutzt. Es bindet an β-1,3 Glucan der 
pilzlichen Zellwand und verändert die Zellwandstruktur. Mit „Congo Red“ behandelte 
Hefezellen zeigen Teilungsdefekte und bilden fehlerhafte Septen (Ram & Klis, 2006). 
Amphotericin B, Imidazol und Caspofungin werden in der Klinik zur Behandlung von 
Aspergillosen eingesetzt. Amphotericin B bindet an Ergosterol der Cytoplasmamenbran des 
Pilzes und zerstört die osmotische Integrität der Membran. An der Membran werden auf 
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vieler oxidativer Enzyme auf der Zelloberfläche kommt. Zum Sensitivitätstest der Stämme 
gegen diese Fungizide wurden AMM/Glucose Agarplatten mit 60 mg/mL „Congo Red“, 5-10 
µg/mL Amphotericin B und 15-25 µg/mL Imidazol versetzt. Die Stämme wurden in einer 






Die Sensitivität der Stämme gegen die Fungizide wurde nach 42 Stunden Inkubation bei 37 
°C durch Messen der Kolonieradien bestimmt (Abbildung 25). Es wurden keine 
Sensitivitätsunterschiede der getesteten Stämme gegen Imidazol beobachtet (Daten nicht 
gezeigt). Die Deletion von Afyap1 erhöhte die Sensitivität von A. fumigatus gegen 
Amphotericin B. Beim ∆Afskn7-Stamm wurde eine verringerte Sensitivität gegen 
Amphotericin B im Vergleich zum Wildtyp detektiert (Abbildung 25). Der 
Doppeldeletionsstamm zeigte eine höhere Resistenz gegen Amphotericin B im Vergleich zum 
∆Afskn7-Stamm.  
Die Deletion des Afyap1 Gens hatte keinen Einfluss auf die Sensitivität von A. fumigatus 
gegen „Congo red“. Die Deletion von Afskn7 führte zu einer erhöhten Resistenz von A. 
fumigatus gegen „Congo Red“. Der Doppeldeletionsstamm zeigte eine vergleichbare 
Resistenz gegen „Congo Red“ wie der ∆Afskn7 Stamm. Die Stämme zeigten keinen 
Wachstumsunterschied auf Agarplatten mit 5 mg/mL Glucanex, 0,2 mg/mL Calcoflour und 
15-25 µg/mL Imidazol (Daten nicht gezeigt). Offensichtlich führt die Afskn7 Deletion zur 
Resistenz gegen Amphotericin B und „Congo red“, was seine Ursache u.a. in einer 
veränderten Oberflächenstruktur der Konidien und Hyphen haben könnte.  
 
 
Abbildung 25: Test der Mutantenstämme gegen Amphotericin B und Congo Red. 
Agarplattentest des Wildtyps und der Deletionsstämme gegen 5µg/mL Amphotericin B und 
60mg/mL Congo Red. Konidien wurden entsprechend der angegebenen Verdünnung 





















































3.6 Makrophagen „Killassay“. 
Die erste Abwehrlinie des Immunsystems des Wirtes gegen A. fumigatus stellen die Alveolar- 
Makrophagen dar. Die Detektion von Konidienoberflächenproteinen durch Alveolar-
Makrophagen ist ein spezifischer, rezeptorvermittelter Prozess. Pathogenerkennung löst bei 
den Alveolar-Makrophagen Zytokinsekretion aus, die zur Akquirierung weiterer 
Makrophagen und neutrophiler Granulozyten führt. Ausserdem wird die Produktion von ROI 
und NO Radikalen induziert. Um den Effekt der Deletion von Afyap1 und Afskn7 auf die 
Abwehr des Pilzes gegen Makrophagen zu testen, wurde die Abtötungsrate von Konidien 
nach Koinkubation mit Makrophagen bestimmt. Makrophagen der Zelllinie MH-S wurden in 
einem Zahlenverhältnis von 1:1 mit Konidien für 6 Stunden bei 37 °C in 5% (v/v) CO2 
koinkubiert. Nach mehreren Waschschritten, in denen adhärierte und nicht phagozytierte 
Konidien abgespült wurden, wurden die Makrophagen lysiert und die auskeimenden Konidien 
im Mikroskop ausgezählt (Abbildung 26). Alle getesteten Stämme wurden mit der gleichen 
Rate durch Makrophagen abgetötet. Die Zugabe von 2mM Glutathion reduzierte die 
Sterberate der A. fumigatus Konidien aller Stämme um die Hälfte (Abbildung 26).  
Die NADPH Oxidase Nox1 ist für die ROI Produktion der Makrophagen verantwortlich. 
Expressionsstudien zeigen eine Induktion von nox1 in den frühen Stadien der Infektion mit A. 
fumigatus im Mausmodel (Dubourdeau et al., 2006b). Die Zugabe von 16µM DPI inhibiert 
die Aktivität der Nox1 und reduziert den „oxidative burst“ von Granulozyten bei 
Pathogenerkennung (Lessing et al., 2007). Im Makrophagenassay wurde die Abtötungsrate 
der Pilze durch die Zugabe von DPI leicht erhöht, vermutlich da diese DPI Konzentration 
toxisch für A. fumigatus Konidien ist (Daten nicht gezeigt) (persönl. Mitteilung, O. Kurzai).  
Die Deletion von Afyap1 und Afskn7 hatte keinen Effekt auf die Überlebensrate des Pilzes bei 
Koinkubation mit Makrophagen. Da die Zugabe von Glutathion die Abtötungsrate des Pilzes 
reduziert, ist der Einfluss von ROI bei der Abwehr gegen A. fumigatus Konidien durch 
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durch Makrophagen getötet werden, wenn sie eine erhöhte Sensitivität gegen ROI aufweisen 
und die Glutathionzugabe das „killing“ verringert. Um dieser Frage auf den Grund zu gehen, 
wurden weitere infektionsähnliche Experimente durchgeführt.  
 
3.7 Nachweis von ROI aus neutrophilen Granulozyten mit Hilfe von Cytochrom C 
Reduktion.  
Die von den Granulozyten während der Koinkubation mit Hyphen produzierten ROI können 
durch einen Cytochrom C basierten Test im Photometer nachgewiesen werden (Babior et al., 
1973). Cytochrom C wird dem Überstand der Koinkubation zugegeben und dient den 
vorhandenen O2− Anionen als Elektronenakzeptor. Cytochrom C wird reduziert und absorbiert 
daraufhin vermehrt Licht der Wellenlänge 550nm. Für den Nachweis der ROI wurden 
Granulozyten aus Blutproben gesunder Spender isoliert und mit Hyphen in einem 
Zellzahlverhältnis von 1:10 koinkubiert.  
Abbildung 27A zeigt den zeitlichen Verlauf der Cytochrom C-Reduktion bei der 
Koinkubation von A. fumigatus Wildtyp mit PMNs. Der Versuch wurde mit drei biologischen 
Replikaten durchgeführt. Die große Variabilität der Reaktivität der Spendergranulozyten 
führte zu den hohen Standardabweichungen der Messwerte. Als Negativkontrolle wurde der 
Versuchsansatz mit 30mg/mL Superoxiddismutase aus Pferdeherzen (Merck) versetzt, die zu 
einer sofortigen Umsetzung der Superoxidanionen zu H2O2 führte. Der Kontrollversuch zeigte 
dementsprechend keine Reduktion von Cytochrom C (Daten nicht gezeigt). Als 
Abbildung 27: Cytochrom 
C-Reduktionsassay.  
A) Cytochrom C-Reduk-
tionsverlauf während der 
Koinkubation mit PMNs 




Koinkubation von PMNs 








(bordeau) Hyphen.  
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Positivkontrolle wurde der Koinkubationsansatz mit 2mM Menadion versetzt, was zu einem 
raschen Anstieg der Absorption bei 550nm führte. Der Endpunkt dieser Messreihe mit 
Menadion lag bei einer Absorption von 0,7 bei 550nm (nach Abzug des Blindwertes).  
Bei der Koinkubation von neutrophilen Granulozyten mit Hyphen der Deletionsstämme 
∆Afyap1, ∆Afskn7 und ∆Afyap1/∆Afskn7 konnte im Vergleich zum Wildtyp kein Unterschied 
in der Menge freigesetzter ROI detektiert werden (Abbildung 27B). Die Cytochrom C 
Reduktionsraten verliefen in allen Koinkubationsversuchen etwa gleich, d.h. mit ähnlicher 
Steigung. Die Deletion von Afyap1 und Afskn7 hat demzufolge keinen Effekt auf die 
Stimulation der ROI Produktion von neutrophilen Granulozyten. Ein Infektionsmodell, in 
dem nicht alle Immuneffektorzellen supprimiert sind (wie im Cyclophosphamidmodel) könnte 
bei der Analyse der Rolle von ROI in der Infektion von A. fumigatus und der 
Transkriptionsfaktoren AfYap1 und AfSkn7 weitere Hinweise geben.  
 
3.8 Mausinfektionen im Cortisonacetatmodell.  
Bei der intranasalen Infektion von Cortisonacetat behandelten Mäusen mit A. fumigauts 
Konidien wurden 1 x 105 Konidien eingesetzt. Der allgemeine Gesundheitszustand der Tiere 
wurde anschliessend mehrmals täglich untersucht.  Bei der Behandlung mit Cortisonacetat 
kommt es zur Abschwächung des Immunsystems, da das Steroid die Transkriptionsfaktoren 
zur Aktivierung der Makrophagen inhibiert. Neutrophile Granulozyten verhalten sich nach der 
Behandlung mit Cortisonacetat weitestgehend normal, sind jedoch in ihrer Reaktionsfähigkeit 
retardiert.  
Die Infektion Cortisonacetat behandelter Mäuse mit A. fumigatus Wildtyp, ∆Afskn7, 
∆Afyap1/∆Afskn7 und ∆Afyap1 Konidien führte nicht zu einer tödlich verlaufenden Infektion 
der Tiere. Nur bei Infektion mit dem ∆Afyap1-Komplementationsstamm starben 50% der 
Tiere innerhalb von 6 Tagen nach der Infektion. Da die Infektion mit A. fumigatus Wildtyp 
Konidien ebenfals zu keiner tödlichen Infektion führte, ist die Auswertung des 
Infektionsversuchs nur in Hinblick auf den ∆Afyap1-Komplementationsstamm möglich. Es 
konnte in den bisherigen Versuchen gezeigt werden, dass die Komplementation der Afyap1 
Deletion den Wildtyp-Phänotyp in A. fumigatus wiederherstellte. Betrachtet man daher die 
Infektion mit Konidien des ∆Afyap1-Komplementationsstammes als wildtypähnliche 
Infektion, konnte eine attenuierte Infektion mit den Stämmen ∆Afyap1, ∆Afskn7 und 


















































Die Schwere der Infektion kann nach Ablauf des Versuchs durch die Sektion der infizierten 
Mauslungen untersucht werden. Hierbei zeigten ausschließlich die Lungen der Tiere, die mit 
dem Wildtyp und dem ∆Afyap1-Komplementationsstamm infiziert worden waren schwere 
Schäden inkl. Einblutung in die Lunge und Hepatisierung (I. Jacobsen; persönl. Mitteillung). 
Entsprechend den Infektionsverlaufstudien ist A. fumigatus bei allen Infektionen in das 
Lungengewebe eingewachsen, führte jedoch nur beim ∆Afyap1-Komplementationsstamm zu 
tödlichen Gewebeschäden. Bei der Infektion der Mäuse mit Konidien der Deletionsstämme 
und des Wildtyps konnte die anfängliche Besiedelung der Lunge durch die neutrophilen 
Granulozyten verhindert werden, obwohl sie durch Cortisonacetat eingeschränkt aktiv waren. 
Es handelt sich bei diesen Daten um vorläufige Ergebnisse, die keine eindeutigen 
Rückschlüsse auf die Rolle von AfYap1 und AfSkn7 in A. fumigatus bei der Infektion von 
Cortisonacetat behandelten Mäusen zulassen. Zumal die Abtötungsrate des ∆Afyap1-
Komplementationsstammes nur bei 50% lag und der Wildtyp avirulent war. Die 
Infektionsversuche und die anschließenden Histologieuntersuchungen müssen deshalb 
wiederholt werden, um die Bedeutung der beiden Transkriptionsfaktoren bei der Virulenz von 
A. fumigatus im Cortisonacetatmodell bestimmen zu können.  
 
Abbildung 28: Mausinfektionsmodel mit Cortisonacetat. Nach der Immunsuppression mit 
Cortisonacetat wurden die Mäuse mit 1 x 105 A. fumigatus Konidien des Wildtyps (rot), des 
∆Afyap1-Stammes (hellgrün), des ∆Afyap1-Komplementationsstammes (dunkelgrün), des 
∆Afskn7-Stammes (rosa) und des ∆Afyap1/∆Afskn7- Deletionsstammes (blau) infiziert. Die 
Überlebensrate der Mäuse ist in % angegeben.  
Ergebnisse 
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4. Bedeutung von NO Radikalen in A. fumigatus Infektionen. 
Infektionen sind nicht nur mit einem Anstieg an ROI im Gewebe korreliert, infizierte Gewebe  
weisen auch erhöhte Stickstoffradikalkonzentrationen auf (Evans et al., 1993). Die NO-
Synthase ist für die Produktion von NO Radikalen in Immuneffektorzellen verantwortlich. 
Patienten mit chronischer Granulomatose (CGD) haben ein permanent erhöhtes 
Expressionsniveau des NO-Synthasegens, was besonders in Hinblick auf ihre erhöhte 
Suszeptibilität gegen A. fumigatus Infektionen interessant ist (Fang, 1997).  
Da die Rolle von ROI in Infektionen bis heute fraglich ist, wurde die Detoxifizierung von NO 
Radikalen, unter besonderer Berücksichtigung der Infektion durch A. fumigatus näher 
untersucht.   
 
4.1 Detoxifizierung von NO Radikalen in A. fumigatus.  
Als NO-Donor wurde in den folgenden Experimenten Diethylentriamin-Stickstoffmonoxid 
/DETA NO (Sigma) benutzt, da es eine lange Halbwertzeit von 20 Stunden in Flüssigkeiten 
hat und in den eingesetzten Mengen nicht toxisch für A. fumigatus ist (Abbildung 29A) 
(McElhaney-Feser et al., 1998).  
Zur Validierung der Konzentration von DETA NO, welches NO-detoxifizierende Gene 
aktiviert, wurden die Homologen von fhb1 und gsno1 aus Cryptococcus neoformans in A. 
fumigatus identifiziert und als Sonden im „Northern blot“ eingesetzt (Afu8g06080/fhb1 und 
Afu2g01040/gsno).  
Eine AMM/Glucose Übernachtkultur wurde mit 0,5, 1, 2, 2,5, 3 mM DETA NO behandelt 
und RNA nach 0, 15 und 30 Minuten isoliert. Pro Probe wurden 10µg RNA auf ein 
denaturierendes Agarosegel geladen. Die Sonden wurden mit den Primern 57/58 gsno1 und 
55/56 fhb1 (Tabelle 5) amplifiziert. Schon bei einer Konzentration von 1mM DETA NO 
wurde eine Induktion der fhb1 Expression in A. fumigatus detektiert (Abbildung 29B). Die 
Abbildung 29: Validierung der DETA NO vermittelten Stressinduktion der Gene des 
Flavohämoglobins fhb1 und der Nitrosoglutathionreduktase gsno1 in A. fumigatus. A) 
Strukturformel von DETA NO. B) „Northern blot“ Analyse der fhb1 und gsno1 Expression 
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Expressionsinduktion von gsno1 wurde bei 2mM DETA NO nach 30 Minuten detektiert. In 
weiteren Versuchen wurden 2,5mM DETA NO zur Stressinduktion eingesetzt, da bei dieser 
Konzentration beide Gene eine starke  Induktion der Expression zeigten. Diese Konzentration 
ist für A. fumigatus Hyphen nicht toxisch (Daten nicht gezeigt).  
 
4.2 „Northern blot“-Analysen nach NO-Stressinduktion.  
Die Induktion der Expression einiger NO-Stress-spezifischer Gene in A. fumigatus wurde in 
„Northern blot“-Analysen untersucht.  Die NO Stressinduktion der Glutathionreduktase Glr1 
und der Thioredoxinperoxidase Tsa1 wurde in C. neoformans beschrieben (Missall et al., 
2006). Als Lieferant von Reduktionsäquivalenten dient in Stresszuständen meist die 
Glycolyse und der Pentose-Phosphatweg. Deshalb wurde die Induktion der Glucose-6-
Phosphatdehydrogenase nach DETA NO-Stressinduktion in A. fumigatus untersucht. Als 
Verteter des Thioredoxin-abhängigen Detoxifikationswegs wurde die Expression der 
Thioredoxinreduktase nach NO-Stressbehandlung 
bestimmt.  
Eine AMM/Glucose Übernachtkultur wurde  mit 
2,5mM DETA NO inkubiert und RNA nach 0, 15, 30 
und 60 Minuten aus dem Myzel isoliert. Die 
„Northern-Sonden“ wurden mit den Primern 59/60 
(fhp1), 57/58 (gsno1), 55/56 (fhb1), 39/40 (aspF3), 
49/50 (glr1), 47/48 (trr1) und 53/54 (Glc-6-P-DH) 
aus Tabelle 5 mit genomischer DNA als Matrize 
amplifiziert. 
Das Flavohämoproteingen fhp1 zeigte eine 
reprimierte Expression nach 15 Minuten DETA NO-
Stress (Abbildung 30).  
Die Gene des Flavohämoglobins fhb1 und der 
Glutathionreduktase glr1 zeigten eine induzierte 
Expression nach 15-30 Minuten DETA NO 
Behandlung (Abbildung 30). Für das 
Thioredoxinreduktasegen trr1 und das 
Glutathionperoxidasegen aspF3 wurde eine 
kurzzeitige Repression 15 und 30 Minuten nach DETA NO-Zugabe detektiert. 60 Minuten 
nach Stressinduktion befanden sich die 
Expressionslevel wieder auf dem Ausgangsniveau 
(Abbildung 30). Die Thioredoxinreduktase und die 
Thioredoxinperoxidase sind anscheinend nicht in die 
Detoxifizierung von NO-Radikalen in A. fumigatus 
involviert. Das Nitrosoglutathionreduktasegen gsno1 
wurde durch DETA NO induziert und ist wahrscheinlich an der Detoxifizierung von NO 
Abbildung 30: „Northern blot“-
Analyse der NO Stressantwort in 
A.fumigatus. Die Stressinduktion 
erfolgte mit 2,5 mM DETA NO. 
rRNA Banden sind als 


















































Radikalen in A. fumigatus massgeblich beteiligt. Da Expressionsanalysen nur bedingt auf die 
tatsächliche Proteinmenge in den Zellen schliessen lassen, wurde die NO-Stressinduktion in 
A. fumigatus in 2D-Gelen untersucht.  
 
4.3 Proteomanalyse von A. fumigatus nach 2,5mM DETA NO Zugabe.  
Zur Untersuchung der  NO-Stressantwort von A. fumigatus wurde eine Übernacht 
AMM/Glucose Kultur mit 2,5mM DETA NO inkubiert und nach 60 Minuten zur 
Proteinextraktion geerntet. Myzel ohne DETA NO-Behandlung diente als Kontrolle. Beide 
Proteinextrakte wurden mit DIGE-Farbstoffen markiert und mit einem internen Standard auf 
einem 2D-Gel (pH 3-11 und 3-7) aufgetrennt (Abbildung 31A). Der Versuch wurde mit drei 
biologischen und je vier technischen Replikaten durchgeführt. Die Spotanalyse erfolgte 








Als signifikant wurde eine Spotvolumenveränderung angesehen, wenn sie über dem Wert der 
zweifachen Standardabweichung aller Spots lag. Differentiell regulierte Proteine wurden aus 
Ruthenium-nachgefärbten Gelen isoliert, tryptisch verdaut und in der MS-Analyse 
identifiziert. Die identifizierten Proteine und ihre Regulation unter NO-Stress sind in Tabelle 
11 zusammengefasst.  
 
 
Abbildung 31: Proteomanalyse der NO Stressantwort von A. fumigatus. A) 2D DIGE Gel des 
DETA NO behandelten Wildtyps T0 (Cy3) versus T60 (Cy5). Der interne Standard wurde 
Cy2 gefärbt. IPG Streifen mit pH Gradient 3-11/24cm. Spots aus Tabelle 11 sind weiß 
markiert und nummeriert. B) Schematische Darstellung ausgewähler Spots aus Gel A) mit 
Hilfe der Decyder Software. Die Spotgrenzen sind grün umrandet. C) Schematische 
Darstellung wichtiger Spots aus A) und Tabelle 11. 
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Tabelle 11 Proteomveränderung von A. fumigatus nach 60 Minuten 2,5mM DETA NO 
Stress.  




580 +1,53 gi|2431866 Katalase   
590 +1,97 gi|2431866 Katalase  
614 +1,55 gi|70983023 bifunktionale Katalase-Peroxidase Cat2  
829 +1,73 gi|70986104 Myzeliale Katalase Cat1  
885 +1,56 gi|70983023 bifunktionale Katalase-Peroxidase Cat2  
2121 +1,68 gi|70994244 Mitoch. Peroxiredoxin Prx1  
2112 +1,58 gi|70994244 Mitoch. Peroxiredoxin Prx1  
1951 +1,52 gi|70993650 Mn Superoxiddismutase SodB  
2337 +3,92 gi|70996138 Mn Superoxiddismutase MnSOD  
2308 +2,07 gi|71001902 Cytochrom C Oxidase Polypeptid Vib  
2405 -1,58 gi|146322777 Cytochrom C UE Vb 
2028 +1,69 gi|70995928 Spermidinsynthase  
1275 -2,01 gi|50788082 Flavohämoglobin  
  gi|70981999 Flavohämoprotein  
1414 +1,58 gi|70985178 Thiaminbiosyntheseprotein (Nmt1)  
1602 +1,59 gi|70985178 Thiaminbiosyntheseprotein (Nmt1)  
1687 -2,47 gi|70985178 Thiaminbiosyntheseprotein (Nmt1) 
228 +1,54 gi|70984840 Chaperon und Allergen Mod-E/Hsp90/Hsp1  
674 +2,76 gi|70984840 Chaperon und Allergen Mod-E/Hsp90/Hsp1  
750 -1,45 gi|71001294 Mitoch. Hsp70 Chaperon (Ssc70)  
2019 +1,59 gi|71001910 Mitoch. Ko-Chaperon GrpE  
867 +1,49 gi|70982394 AIF-like mitoch. Oxidoreduktase (Nfrl) 




1647 +1,67 gi|70998574 Alkoholdehydrogenase  
1694 -1,44 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase 
2402 +2,4 gi|71001496 Alkoholdehydrogenase 
1698 +1,95 gi|70990724 Alkoholdehydrogenase (Zn enthaltende)  
1856 +1,84 gi|70990724 Alkoholdehydrogenase (Zn enthaltende) 
2077 +3,01 gi|70994214 „kurze“ Dehydrogenase  
2096 +1,56 gi|70983638 Mitoch. ATPase UE ATP4 
2413 +4,34 gi|71001516 Acyl CoA Bindeprotein       
888 -1,44 gi|70999590 Pyruvatdecarboxylase PdcA  
889 +1,43 gi|70999590 Pyruvatdecarboxylase PdcA   
415 +1,47 gi|70991821 β-Glucosidase  
1070 +1,46 gi|70994240 Aldehyd-Dehydrogenase  
1296 +1,59 gi|70994240 Aldehyd-Dehydrogenase 
1322 +1,61 gi|70992355 Aldehyd-Dehydrogenase AldA  
1331 +1,41 gi|70992355 Aldehyd-Dehydrogenase AldA 
755 +1,49 gi|70985198 ATP Synthase kat. UE A  
678 +1,55 gi|70997109 Triosephosphatisomerase 




2674 +1,77 gi|71000597 Translationsinitiationfaktor SUI1  
1554 -2,03 gi|146322600 
Eukar. Translationselongationsfaktor 1, Eef1β 
UE 
895 +1,48 gi|71002010 Translationselongationsfaktor EF-2 UE  
1139 +1,5 gi|70984206 Translationselongationsfaktor eEF-1 UE γ  
508 +1,68 gi|70990924 Phenylalanyl-tRNA Synthetase, β UE  






440 +2,96 gi|2340046 sekretierte Dipeptidylpeptidase  
2310 +2,26 gi|70984657 Ubiquitin konjugiertes Enzym (UbcM)  
2255 +1,52 gi|70991377 Proteasom-Protein Pre4  
2696 +1,44 gi|70991228 Ubiquitin C-terminale Hydrolase 
1663 +1,53 gi|70999520 Aspart. Endopeptidase Pep2  
1986 +1,67 gi|70984070 Malat-Dehydrogenase, NAD-abhängig   
  gi|70997972 Autophagie-Serinprotease Alp2  
    
   
Signaltransduktion 
1182 +1,57 gi|70993224 MAP kinase MpkA  
1145 +1,44 gi|71000535 Phosphoserinphosphatase  




    
910 +1,47 gi|71001286 Fettsäureaktivator Faa4   
642 +1,65 gi|71001286 Fettsäureaktivator Faa4   
646 +1,45 gi|71001286 Fettsäureaktivator Faa4  





1049 +1,57 gi|70990312 Tubulin α-1 UE  
2407 +1,51 gi|71001050 
„trafficking protein particle complex“ UE 
2/Sedlin 




1217 +1,56 gi|103060424 Metacaspase CasA  
1455 +1,57 gi|146322507 Metacaspase CasA  
    
   
Unklassifizierte Proteine 
2267 +1,71 gi|70984753 Dienlactonhydrolase  
2716 +1,96 gi|70995410 Mago Nashi Protein  
1061 -2,65 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 
1066 +1,72 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1  
850 +1,95 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 
1086 +1,45 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 
1101 +1,37 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 
1297 +1,44 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 
1919 +1,38 gi|70985522 GNAT fam. Acetyltransferase  
1929 +1,57 gi|70985300 ARP2/3 Komplex UE Arc18  
1962 +1,74 gi|70985777 Kon. hypoth. Protein  
1463 +3,06 gi|146322542 UPF0160 Protein MYG1 
2209 +1,62 gi|70981925 Profilin Pfy1  
1975 +1,51 gi|70998160 Hydrolase  
2149 +1,56 gi|70991116 “high expression lethality protein Hel10”  
2569 +2,01 gi|71000106 Kon. hypoth. Protein 
  gi|71002366 DUF636 Protein   
2604 +3,16 gi|70996827 Hypoth. Protein AFUA_5G14890    
2667 +2,42 gi|146322779 Kon. hypoth. Protein   
2379 +1,48 gi|146324125 Woronin body Protein HexA 
1295 +1,45 gi|146324125 Woronin body Protein HexA  
924 +1,99 gi|70991353 Glucosamin-Frc-6-P Aminotransferase 
658 +1,51 gi|70991353 Glucosamin-Frc-6-P Aminotransferase  
690 +2,50 gi|70987222 Aminoxidase  
1940 +2,17 gi|70990336 ARP2/3 complex 34 kDa UE 
2222 +2,62 gi|70981668 “CorA family metal ion transporter”  
2233 +1,41 gi|70985777 Kon. hypoth. Protein  
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2334 +2,41 gi|70991807 Mitoch. Protein  
2380 +3,06 gi|70990684 Kon. hypoth. Protein  
2624 +1,57 gi|146322763 Kon. hypoth. Protein  
2525 +3,02 gi|70992495 FKBP-type Peptidyl-Prolyl Isomerase  
1586 +1,53 gi|70994660 Ornithin Carbamoyltransferase  
+/- gibt die Veränderung der relativen Spotvolumenintensität beim Vergleich Wildtyp T0 
gegen T60 (2,5mM DETA NO) an. Spotveränderungen von über zweifacher 
Standardabweichung wurden als signifikant betrachtet.  
 
60 Minuten nach NO-Zugabe wurde die erhöhte Menge einiger ROI-detoxifizierender 
Proteine detektiert. Zu ihnen gehörten die Katalasen Cat1 und Cat2, Superoxiddismutase 
SodB und Sod1 und die Thioredoxinperoxidase Prx1 (Tabelle 11). Da bei dem 
Glutathionperoxidasegen aspF3 im „Northern blot“ eine Repression der Expression nach NO-
Zugabe detektiert wurde (Abbildung 30), übernimmt vermutlich die Thioredoxinperoxidase 
Prx1 die Detoxifizierung von NO-Stress.  
Eine NO-spezifische Spotvolumenerhöhung der Proteine Fhb1 und Gsno1 wurde in A. 
fumigatus nicht detektiert, obwohl die Expression der Gene dieser Proteine unter diesen 
Bedingungen induziert wurde (Abbildung 29). Die Spotintensitäten dieser Proteine sind 
allerdings nach 60 Minuten DETA NO Stress nicht signifikant verändert (Abbildung 31). Statt 
des Flavohämoglobins Fhb1 wurde die Spotintensität des Flavohämoproteins Fhp1 signifikant 
verändert (Abbildung 31B/Tabelle 11). Fhp1 zeigte außerdem eine sauerstoffabhängige 
Expression in A. fumigatus. Die Deletion des fhp1 Gens führte in A. fumigatus zu erhöhter 
DETA NO Sensitivität (M. Vödisch, pers. Mitteilung). Die putative Rolle des 
Flavohämoproteins Fhp1 bei der NO-Detoxifizierung wird später diskutiert.  
Des Weiteren wurden Proteine durch DETA NO Behandlung induziert, die mit Apoptose 
(Metacaspase CasA) und programmiertem Zelltod („high expression lethality protein“ Hel10) 
in A. fumigatus in Zusammenhang stehen könnten (Ligr et al., 2001) (Tabelle 11/Abbildung 
31C). Peptidasen (440, 1663/Pep2) und Proteasen (Alp2) wurden durch NO Stress in A. 
fumigatus induziert (Tabelle 11/Abbildung 31C). Das Hitzeschockprotein Hsp1 wurde unter 
NO Stress ebenfalls induziert (Tabelle 11/Abbildung 31C).  
DETA NO führte außerdem zur Induktion der Malat Dehydrogenase, der Triosephosphat 
Isomerase, der Alkohol Dehydrogenase und der Pyruvat Decarboxylase (Tabelle 11). 
Insgesamt induziert die NO-Zugabe die generelle Stressantwort und Proteine des 
Energiestoffwechsels. Die NO-Stressantwort könnte demnach bei der Infektion von A. 
fumigatus eine Rolle spielen.  
 
4.4 Bedeutung von NO Radikalen beim Abtöten von A. fumigatus durch Makrophagen 
und Granulozyten.  
Um die Rolle der NO-Radikale bei der Konfrontation von A. fumigatus mit Makrophagen und 
Granulozyten während der Infektion zu untersuchen, wurden Konfrontationsexperimente mit 

















































A. fumigatus Hyphen + 2mM L-NAME
A. fumigatus Hyphen + PMNs























NO-Synthase iNOS der Immuneffektorzellen und führt so zu einer Verminderung der NO- 
Produktion. In C. albicans-Infektionen wirkte L-NAME dem Infektionsprozess entgegen 
(Nagata et al., 2003).  
 
Wie in Abbildung 32 A gezeigt, hatte die Zugabe von 2mM und 4mM L-NAME zum 
Makrophagen „kill assay“ keinen Effekt auf die Sterberate der A. fumigatus Konidien. Eine 
direkte Rolle von NO-Radikalen bei der Inaktivierung von Konidien durch Makrophagen ist 
daher unwahrscheinlich.  
Um die Rolle von NO-Radikalen auf die „Hyphenabwehr“ von neutrophilen Granulozyten zu 
testen, wurden A. fumigatus Hyphen mit frisch isolierten, neutrophilen Granulozyten aus 
gesunden Spendern 180 min inkubiert und die Überlebensrate der Pilze durch Ausplattieren 
bestimmt. Der Test zeigte, dass 2mM L-NAME eine nicht toxische Konzentration für A. 
fumigatus Hyphen darstellen (Abbildung 32B/hellblau). Die Zugabe von neutrophilen 
Granulozyten zu den Hyphen in einem Zahlenverhältnis von 1:1 führte zu einer Abtötung der 
A. fumigatus Hyphen zu 50-65% (Abbildung 32B/grau). Wegen der hohen Variabilität der 
Daten aufgrund der unterschiedlichen Fitness der neutrophilen Granulozyten ist die 
Auswertung des Koinkubationsversuchs schwierig. Die Zugabe von 2mM L-NAME hatte bei 
4 von 9 Versuchswiederholungen eine Erhöhung der Überlebensrate zur Folge (Abbildung 
32B/graublau). Die Daten wurden statistisch mittels T-Test über alle 9 biologischen Replikate 














Abbildung 32: Einfluss des Nos1 
Inhibitors L-NAME auf die “killassays“. 
A) Konidien koinkubiert mit 
Makrophagen mit 0 (schwarz), 2 
(hellblau) und 4 (dunkelblau) mM L-
NAME. B) A. fumigatus Wildtyphyphen 
(dunkelblau) mit 2mM L-NAME 
(hellblau) oder PMNs (schwarz). 
Hyphen, PMNs und 2mM L-NAME 
(blaugrau). Versuch wurde mit PMNs 
von 9 unterschiedlichen Spendern 
durchgeführt. Nicht signifikante 





als nicht signifikant eingestuft werden. Sie wurden bei der Auswertung der 
Koinkubationsversuche nicht weiter berücksichtigt. Die Daten aus Versuchswiederholung 1, 
5, 6 und 8 können als hoch signifikant eingestuft werden (pers. Mitteilung D. Albrecht). 
Durch die Berechnung des Mittelwertes aller Proben konnte der Effekt für L-NAME in drei 
der vier hochsignifikanten Datensätze bestätigt werden. Da die Standardabweichung der 
Daten sehr hoch ist, bleibt die Rolle von NO Radikalen bei der Konfrontation von 
Granulozyten und A. fumigatus Hyphen jedoch unklar. Den Einfluss von NO Radikalen und 
ROI bei der Konfrontation von PMNs mit A. fumigatus Hyphen kann letztendlich nur durch 
die Analyse des Pilzes nach der Koinkubation mit diesen Zelen bestimmt werden.  
 
5. Analyse der Stressantwort von A. fumigatus nach Konfrontation mit PMNs. 
Um den Infektionsablauf und die damit verbundenen Virulenzfaktoren von A. fumigatus näher 
zu untersuchen, wurden Granulozyten aus Blutproben gesunder Spender isoliert und mit A. 
fumigatus Hyphen in einem Zahlenverhältnis von 1:10 koinkubiert. 
Abbildung 33 zeigt die mikroskopische Darstellung des Konfrontationsassays im Zeitverlauf. 
Bereits 15 Minuten nach Beginn der Koinkubation hatten erste Granulozyten an den Hyphen 
adhäriert. Nach 30 Minuten Koinkubationszeit waren die Hyphen von zahlreichen 
Granulozyten umgeben. Zu späteren Zeitpunkten wurden Hyphen detektiert, die vollständig 
mit Granulozyten bedeckt waren (Abbildung 33). Die  frühe Stressantwort des Pilzes auf 
Granulozyten sollte deshalb nach 60 und 120 Minuten Koinkubation im 2D-Gel detektierbar 
sein.  
15 min 60 min
120 min 180 min
 
 
5.1 AfYap1-Lokalisationsstudien nach PMN Konfrontation. 
Um die Rolle von ROI bei der Konfrontation nochmals zu überprüfen, wurde der otef-
Afyap1-eGFP Stamm mit Granulozyten koinkubiert und die Verteilung des eGFP Signals im 
Zeitverlauf beobachtet (Abbildung 34). Die Kerne wurden mit der DAPI Gegenfärbung 
sichtbar gemacht. Da Granulozyten mehrere Kerne besitzen, zeigten sie ein starkes DAPI 
Abbildung 33: Koinkubation 
von A. fumigatus Hyphen mit 
PMNs. Mikroskopische 
Darstellung der Koinkubation 
im Zeitverlauf.  
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15 min 60 min
Signal, welches die DAPI gefärbten A. fumigatus Kerne überstrahlte. Bei der Verwendung des 
otef-Afyap1-eGFP Stammes wurde die Oberfläche der Hyphen schon nach 15 
Koinkubationen mehrfach mit Granulozyten besetzt. Nach 60 Minuten Koinkubation waren 
die Hyphenoberflächen komplett mit Granulozyten bedeckt, trotzdem zeigte sich keine 
deutliche Kernlokalisation von AfYap1 (Abbildung 34). 
 
 
Das eGFP Signal wurde partiell fragmentiert detektiert und war nicht mehr gleichmässig in 
der Hyphe verteilt. Eine eindeutige Kernlokalisation von AfYap1 war bei der Konfrontation 
mit Granulozyten allerdings nicht detektierbar. Wie bereits in vorhergegangenen Versuchen 
dieser Arbeit gezeigt wurde, scheint AfYap1 nicht an der Abwehr von neutrophilen 
Granulozyten beteiligt zu sein. Die Analyse der Proteomveränderung von A. fumigatus nach 
Koinkubation mit neutrophilen Granulozyten sollte dagegen Proteine aufzeigen, die an dieser 
Abwehr beteiligt sind.  
 
5.2 2D-Gelanalyse von A. fumigatus nach Konfrontation mit PMNs.  
Um die Antwort von A. fumigatus auf die Konfrontation mit Granulozyten zu analysieren, 
wurden neutrophile Granulozyten von fünf verschiedenen, gesunden Spendern isoliert. Nach 
Ablauf der Koinkubationszeit wurde dem Ansatz 1mL Probe entnommen  und mehrfach mit 
eiskaltem Wasser und Triton-X-100 gespült, um die Neutrophilen zu lysieren und 
Zellfragmente zu entfernen. Proteinextrakte wurden aus den reisolierten A. fumigatus Hyphen 
0, 60, 120 und 180 Minuten nach Koinkubation gewonnen und in 2D DIGE Gelen pH 3-
11/24cm aufgetrennt. Die Gele wurden mit einem Cy2-markierten internen Standard beladen, 
der sich aus allen verwendeten Proben zu gleichen Teilen zusammensetzte. Die 
Versuchsauswertung und die Normalisierung der Daten erfolgte mittels der „Decyder 6.5 
Software“ von GE Healthcare. Signifikant differenzielle Proteinspots wurden in der „Decyder 
Software“ nach einem „fold change“ der zweifachen Standardabweichung gefiltert. 
Anschliessend erfolgte die Signifikanzberechnung der Proteinspots mittels ANOVA 
(„analysis of variance“) ebenfalls in der „Decyder Software“. Der Versuch wurde mit 
neutrophilen Granulozyten aus fünf verschiedenen Spendern in zwei unabhängigen 









PMNs nach DAPI 

















Die Zeitreihe kann daher nur versuchsbezogen und nicht für alle neun Gele zusammen 
ausgewertet werden. Deshalb ist Tabelle 12 in zwei Abschnitte unterteilt. Abbildung 35A/B 












































Tabelle 12 zeigt die Zusammenstellung aller identifizierten A. fumigatus Proteine und ihre 
Regulation während der Konfrontation mit PMNs. 
Versuch 1  
Gel/Spotnummer Regulation Accession-Nr. Protein 
T0 vs T60  
DIA 22.11.07 
Spender 1    
392 +1,59 gi|70992645 mitochondriale Aconitathydratase, putativ  
590 +2,03 gi|70984170 Aktin Act1  
702 +2,08 gi|70997705 ATP Synthase F1, beta Untereinheit, putativ 
728 +1,65 gi|70988960 Monooxygenase, putativ 
971 -1,93 gi|70991527 NmrA-„like family“ Protein  
1350 +1,63 gi|70997968 Transaldolase  
2183 +1,64 gi|70990900 40S ribosomales Protein S12  
2223 -2,41 gi|119472505 
konserviertes hypoth. Protein Neosartorya 
fischeri 
2437 -2,50 gi|145235469 Hypoth. Protein An03g05020 [Aspergillus niger] 
2487 +7,53 gi|70981456 Feruloylesterase, putativ 
2538 +1,89 gi|70997942 Calcineurin katalyt. UE CnaA  






   
Abbildung 35: 2D Gele der granulozytenvermittelten Stressantwort von A. fumigatus 
Hyphen. A) Beispielgel aus Versuch 1. B) Beispielgel aus Versuchsreihe 2.  
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T0 vs T60  
DIA 22.11.07 
Spender 2 
   
558 -2,64 gi|70986458 Coenzyme A Transferase, putativ  
1202 +1,50 gi|70985278 
Glycerinaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase 
GpdA  
1215 -2,24 gi|113212 ACT1_ABSGL Aktin-1 
1220 +1,52 gi|70991497 Autophagie Protein Apg5, putativ  
1409 -3,29 gi|70982512 Cap -binde Protein  
2046 +1,96 gi|70984685 Allergen Asp F3  
2063 +1,65 gi|70984685 Allergen Asp F3  
2092 3,13 gi|70993070 Konserviertes hypoth. Protein  
2146 +1,52 gi|70990614 Eukar. Translationsinitiationsfaktor eIF-5A  
290 +1,52 gi|70994626 
Cobalamin-abhängige Methioninsynthase 
MetH/D  
318 +1,59 gi|70992645 Mitochondriale Aconitathydratase, putativ  
1157 +1,60 gi|70999466 Fructose-bisphosphataldolase, class II  
1332 +1,74 gi|70986899 Malatdehydrogenase, NAD-abhängig  
1701 +2,00 gi|70997109 Triosephosphatisomerase  
    
T120 vs T180  
DIA 22.11.07 
Spender 1 
   
738 -2,47 gi|71001164 Antigenes mitochondriales Protein HSP60 
1159 +1,88 gi|113277 ACTG_EMENI Aktin, gamma 
1559 -1,91 gi|70986899 Malatdehydrogenase, NAD-abhängig  
1941 +1,67 gi|70994244 Mitochondriales Peroxiredoxin Prx1, putativ  
2612 +3,07 gi|70981456 Feruloylesterase, putativ 
384 A   gi|71001496 Alkoholdehydrogenase, putativ 
971 -1,75 gi|70991443 Enolase/Allergen Asp F 22  
1055 -2,54 gi|70994774 Glutamat/Leucine/Phenylalanin/Valin DH 
1073 +2,33 gi|70995281 Phosphoglyceratkinase PgkA, putativ 
1128 -2,31 gi|70984206 Translationselongationsfaktor eEF-1 γ UE 
1155 -1,80 gi|70984828 Citratsynthase (Cit1), putativ 
1468 -1,68 gi|70997968 Transaldolase  
1672 +1,96 gi|67901456 Hypoth. Protein AN7715.2 [A. nidulans] 
1826 +1,54 gi|146324125 Woronin body Protein HexA, putativ  
1847 +1,53 gi|70998905 Enoyl-CoA Hydratase/Isom. „family“ Protein  
1917 -1,93 gi|70997109 Triosephosphatisomerase  
 +1,84 gi|70991893 3'(2'),5'-Bisphosphatnukleotidase  
2414 -1,55 gi|71000343 peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase/Cyclophilin 
2546 +1,88 gi|71001516 Acyl CoA Bindeprotein   
    
Versuch 2    
Gel1/T0vsT120,  
Spender 3 
   
465 +4,45 gi|70981668 CorA family Metal- Ion -Transporter, putativ  
665 +1,75 gi|71000749 Glutamatcarboxypeptidase, putativ 
738 +3,21 gi|70991443 Enolase/Allergen Asp F 22  
742 +2,52 gi|70991443 Enolase/Allergen Asp F 22  
928 +1,63 gi|70995343 S-Adenosylmethioninsynthetase  
1123 +3,14 gi|70993334 G-Protein Comlpex β Untereinheit CpcB  
1211 +2,77 gi|70993334 G-Protein Comlpex β Untereinheit CpcB 
1239 +2,41 gi|70986899 Malatdehydrogenase, NAD-abh. 
1324 +2,50 gi|146322600 euk Transl. Elongationsfaktor 1 UE Eef1-β  
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1382 +2,68 gi|146322600 euk Transl. Elongationsfaktor 1 UE Eef1-β 
1548 +1,93 gi|70995380 Adenylylsulfatkinase  
1638 +1,70 gi|70994244 mitochondriales Peroxiredoxin Prx1  
1643 +2,59 gi|70994244 mitochondriales Peroxiredoxin Prx1 
1679 +1,57 gi|70988905 Konserv. Hypoth. Protein  
  gi|70985278 Glycerinaldehyd 3-Phosphate DH GpdA  
1715 +2,04 gi|70983638 
mitochondriale ATPase Untereinheit ATP4, 
putativ  
1729 +1,97 gi|70994950 Guanylatkinase  
1766 +1,54 gi|70984364 ATP Synthase D Kette, mitochondrial, putativ 
1793 +2,87 gi|70995808 60S ribosomales Protein L5, putativ  
1812 +2,27 gi|70984685 Allergen Asp F3  
1843 +1,76 gi|70990614 Eukar. Translationsinitiationsfaktor eIF-5A  
1857 +2,25 gi|70981668 CorA „family“ Metal-Ion-Transporter, putativ 
1888 +2,52 gi|70981668 CorA „family“ Metal-Ion-Transporter, putativ 
1899 +1,73 gi|70984591 Polypeptid-assoz. Complex (NAC)  





412 -1,94 gi|70994557 Formyltransferase/IMP Cyclohydrolase 
620 -1,92 gi|146323557 Sensor Histidin Kinase/”Response regulator” 
713 +1,53 gi|146323452 Rekombin. „hotspot“-binde Protein (Translin)  
994 +2,00 gi|70984134 NAD-abh. Formatdehydrogenase AciA/Fdh  
1043 +1,71 gi|70983454 MFS Transporter, putativ 
1077 -1,91 gi|70992617 NADH-Ubiquinon Oxidoreductase 39 kDa UE 
1213 +2,15 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase, putativ  
1250 -1,99 gi|70992231 „HAD superfamily“ Hydrolase, putativ  
1566 -1,96 gi|70988949 RNA Polymerase II Elongationsfaktor Rtf1p  
1659 +1,55 gi|70998901 Hitzeschockprotein Hsp30/Hsp42, putativ 
1756 -1,56 gi|70996138 Mn-Superoxiddismutase MnSOD  
1914 +2,31 gi|70984591 Nascent Polypeptid-assoz. Complex (NAC) 
    
Gel3/T0vsT120,  
Spender 4   
 
489 +2,08 gi|146323966 integrales Membranprotein  
612 +2,11 gi|70983678 Hypoth. Protein AFUA_8G05650 
694 +1,93 gi|146324886 AAA family ATPase, putativ 
705 +2,29 gi|70985436 RAN small monomeric GTPase (Ran), putativ   
  gi|70990728 Ubiquitin-Protein Ligase (Hul4), putativ 
720 +2,26 gi|70991575 Pyruvatkinase  
740 +2,84 gi|71001310 Actin Zytoskeletprotein (VIP1), putativ 
764 +3,76 gi|44890043 Hypoth. Protein  
810 +1,53 gi|70984557 Acetylglutamatkinase, putativ  
825 +2,05 gi|70983378 Cholinoxidase (CodA), putativ  
893 +1,58 gi|146322501 Translationselongationsfaktor EF-1 α UE  
1015 +2,29 gi|70997323 Konserv. hypoth. Protein  
1105 +2,00 gi|70991893 3'(2'),5'-Bisphosphatnukleotidase  
1162 +2,95 gi|70999137 40S ribosomales Protein S0  
1163 +1,99 gi|70998757 Konserv. hypoth. Protein  
1170 -2,02 gi|70991585 WD repeat Protein  
1247 +1,68 gi|70991156 “CBS and PB1 domain” Protein  
1273 +1,66 gi|70992133 Aldehydreduktase (AKR1), putativ  
1388 +2,06 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase, putativ  
1444 +1,71 gi|70983346 Hsp70 Chaperon (HscA), putativ 
1793 +1,78 gi|70982225 Xanthin-Guaninphosphoribosyltransferase Xpt1 
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1896 +1,65 gi|70994244 mitochondriales Peroxiredoxin Prx1, putativ  
1941 +1,88 gi|70981668 „CorA family“ Metal-Ion-Transporter, putativ 
1972 +1,62 gi|70983638 mitochondriale ATPase UE ATP4, putativ 
1986 +1,85 gi|70988905 Konserv. hypoth. Protein  
  gi|70985278 Glycerinaldehyd 3-Phosphat DH GpdA  
1990 +1,65 gi|70999137 40S ribosomales Protein S0  
    
Gel4/T60vsT180,  
Spender 4   
 
703 +4,23 gi|70982372 UDP-N-Acetylglucosaminpyrophosphorylase  
974 +1,51 gi|70981668 „CorA family“ Metal-Ion-Transporter, putativ 
1067 +1,67 gi|70983784 Hypoth. Protein AFUA_8G06170  
1404 +1,51 gi|70992617 NADH-Ubiquinonoxidoreduktase 39 kDa UE 
1445 +2,65 gi|70991673 Lactoyl-Glutathionlyase   
1546 +1,89 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase, putativ  
2356 -2,87 gi|70985228 “Mst3-like” Proteinkinase, putativ  
2410 -2,96 gi|71001246 Proteinkinase (NpkA), putativ  
2742 -2,66 gi|70991156 “CBS and PB1 domain” protein  





394 -3,78 gi|70991066 Konserv. hypoth. Protein  
429 +2,08 gi|146323362 Kationentransportprotein ChaC, putativ  
464 -11,3 gi|70994782 Hypoth. Protein AFUA_4G06580  
473 +1,75 gi|70989201 Kinesin „family“ Protein  
484 +2,31 gi|70995660 Translationselongationsfactor EF-Tu   
1031 +1,77 gi|70984206 Translationselongationsfactor eEF-1 γ UE 
1062 +1,52 gi|70986458 Coenzym A Transferase, putativ  
1314 +2,05 gi|70993334 G-Protein Komlpex β UE CpcB  
1360 +2,68 gi|70982604 Alcoholdehydrogenase, putativ  
1722 -3,58 gi|71002010 Translationselongationsfaktor EF-2 UE, putativ 
1734 -3,81 gi|70991156 CBS and PB1 domain Protein  
  gi|70989761 alkalische Lipase, putativ 
2166 -4,04 gi|70990380 dUTPase (Dut), putativ  
    
Gel6/T60vsT120, 
Spender 5   
 
484 b +3,67 gi|70995930 Transketolase TktA  
700 +1,55 gi|70991443 Enolase/Allergen Asp F 22  
713 -3,56 gi|70997529 APSES Transkriptionsfaktor, putativ  
719 +1,83 gi|71002144 Proteinkinase, putativ  
1655 -2,35 gi|71001838 Hypoth. Protein AFUA_2G12690    
  gi|70994498 DNA Polymerase ∆ UE 2, putativ 
1885 -2,35 gi|70991893 3'(2'),5'-Bisphosphatnukleotidase  
1925 -2,11 gi|70984591 nascent Polypeptid-assoz. Komplex (NAC)   
1940 +1,52 gi|70985578 “GNAT family” N-acetyltransferase, putativ  
1948 -2,31 gi|17426133 Cu,Zn Superoxiddismutase  
 
   
+/- gibt die Veränderung der relativen Spotvolumenintensität an. Die Granulozytenspender sind mit grünen 
Nummern markiert und bezeichnen jeweils ein biologisches Replikat und den verwendeten Granulozytenspender 
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Abbildung 36: Schematische Darstellung  einiger Spots aus Tabelle 12 und Abbildung 36 A/B im 
Zeitverlauf. graue Einzelstriche kennzeichnen die Spotvolumenveränderung, die innerhalb eines 
DIGE Gels detektiert wurde. Die blaue Trendlinie zeigt die theoretische Veränderung  über den 
gesamten Versuchszeitraum an (Decyder, GE Healthcare). 
Gi 44890043 764
Cpc B 1211
Prx1 1638 AspF3 2046
Sod 1 1948
CorA 1857
In Abbildung 36 sind interessante Spots aus Tabelle 12 im Zeitverlauf der Koinkubation 
dargestellt. Die grauen Linien der schematischen Darstellung zeigen die  
Spotintensitätenveränderung in den durchgeführten 2D-Gelen an. Die blaue Trendlinie gibt 
die theoretische, extrapolierte Spotintensität über den gesamten Zeitverlauf an. Abhängig vom 
Granulozytenspender wurden sehr unterschiedliche Proteinspotveränderungen detektiert. 
Trotzdem zeigte sich eine generelle Induktion der ROI-Antwort durch die 
Thioredoxinperoxidase Prx1 und AspF3 in den frühen Stadien der Koinkubation (Tabelle 
12/Abbildung 36). Die Hitzeschockproteine Hsp30/Hsp42 und Hsp70 wurden ebenfalls 
induziert. Die Superoxiddismutasen Sod1 und SodB zeigten in der theoretischen Berechnung 
der Spotvolumenveränderung eine kurzzeitige Induktion in den ersten 60 Minuten der 
Konfrontation mit neutrophilen Granulotyten, obwohl in einigen Spendern ein verringertes 
Proteinspotvolumen detektiert wurde (Abbildung 36/Tabelle 12). Abbildung 36 zeigt den 
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Zeitverlauf der Spotvolumenveränderung für Sod1 exemplarisch für beide 
Superoxiddismutasen, da sie sich unter diesen Bedingungen gleich verhielten. Der Proteinspot 
des hypothetische Proteins gi 44890043 zeigte nach 120 Minuten Granulozyteninduktion ein 
3,76 fach erhöhtes Spotvolumen. Es weisst grosse Ähnlichkeit zu dem C6 
Transkriptionsfaktor Afu1g14460 aus A. fumigatus auf. Die Funktionen beider Poteine sind 
bisher nicht bekannt. Im Zeitverlauf der Konfrontation mit Neutrophilen zeigte der 
Proteinspot eine stetige Volumenzunahme, was eine bedeutende Rolle bei dieser 
Stressinduktion wahrscheinlich macht (Abbildung 36). Wie bei der Stressinduktion mit DETA 
NO wird auch im Koinkubationsversuch mit Granulozyten der Energiestoffwechsel 
modifiziert. Die Transaldolase, Malatdehydrogenase, Alkoholdehydrogenase, Pyruvatkinase, 
Formatdehydrogenase und Citratsynthase zeigten erhöhte Spotvolumina nach Koinkubation 
mit Granulozyten. In einigen Spendern wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Enolase 
aus A. fumigatus durch die Granulozyten Koinkubation induziert. Die Enolase wurde in A. 
fumigatus Patienten ebenfalls als Allergen (AspF22) identifiziert (Crameri, 1999). Das 
Autophagieprotein Apg5 wurde ebenfalls durch Granulozytenstress in A. fumigatus induziert 
(Tabelle 12). Autophagie ist der Abbau zelleigener Proteine und Organellen zu deren 
Erneuerung zur Anpassung an veränderte Umweltbedingungen. Der strikt regulierte Prozess 
der Autophagie kann auch zu einem programmierten Zelltod führen (Yorimitsu & Klionsky, 
2005, Tsujimoto & Shimizu, 2005). Der Transkriptionsregulator CpcB wurde ebenfalls in 
einigen Koinkubationsversuchen spenderunabhängig in A. fumigatus induziert (Tabelle 
12/Abbildung 36). Die Zeitverlaufskurve für dieses Protein zeigt eine Erhöhung der 
Spotvolumens zum Zeitpunkt 60 Minuten. Das erhöhte Spotvolumen ändert sich auch nach 
120 Minuten Koinkubation mit Granulozyten nicht. Erst nach 180 Minuten sinkt das „Level“ 
wieder auf Ausgangsniveau. Der CorA-Metallionentransporter war in fast allen Spendern 
nach Neutrophileninduktion hochreguliert (Tabelle 12). CorA Transporter sind am Transport 
von Magnesium und Kobalt beteiligt. Die Rolle dieses Proteins beim Schutz von A. fumigatus 
vor Immuneffektorzellen sollte weiter untersucht werden. Der Zeitverlauf der Spotinduktion 
während der Konfrontation mit neutrophilen Granulozyten lässt eine Funktion beim Schutz 
von A. fumigatus unter diesen Stressbedingungen ebenfalls erkennen (Abbildung 36). Um die 
Rolle dieser Proteine bei der Abwehr von Immuneffektorzellen und der Virulenz von A. 
fumigatus zu beweisen, sollten Deletionsmutanten der entsprenden Gene erstellt und 





1. Oxidativer Stress in A. fumigatus.  
1.1 Reaktionen von A. fumigatus auf ROI. 
Die Produktion radikaler Sauerstoffintermediate (ROI) durch die NADPH Oxidase der 
neutrohilen Granulozyten und Makrophagen ist für die Abwehr einiger Pathogene wie z.B. 
Cryptococcus neoformans, Staphylococcus aureus und Serratia marcescens essentiell 
(Dinauer, 1993). Die Inaktivierung von Enzymen zur ROI Detoxifizierung führte in C. 
neoformans zu Makrophagen-suszeptiblen und in der Virulenz attenuierten Stämmen (Cox et 
al., 2003, Missall et al., 2004). Die Fähigkeit ROI zu detoxifizieren sollte demnach direkt mit 
der Virulenz des Pathogens korrelieren. Latgé postulierte, dass die Virulenz von A. fumigatus 
nicht auf einem essentiellen Virulenzfaktor basiert, sondern polygenen Ursprungs ist (Latge, 
1999). In dieser Arbeit wurde die Reaktion von A. fumigatus auf reaktive 
Sauerstoffintermediate untersucht, um die Bedeutung der oxidativen Stressantwort beim 
Schutz von A. fumigatus vor Immuneffektorzellen zu analysieren. Hierzu wurden zunächst die 
Reaktionen von A. fumigatus auf unterschiedliche oxidative Stressagentien am Beispiel der 
Thioredoxinreduktase untersucht. Es konnte durch Enzymaktivitätstests gezeigt werden, dass 
die Thioredoxinreduktase nach Zugabe von 2mM Diamid schnell und stark induziert wird, 
wohingegen 2mM H2O2 zu einer kurzzeitigen, pulsartigen Induktion der Aktivität führen. In 
S. cerevisiae induzierten diese Konzentrationen von oxidativen Agentien die oxidative 
Stressantwort (Delaunay et al., 2002). Proteomanalysen des H2O2 gestressten A. fumigatus 
Wildtyps zeigten die Induktion der oxidativen und der generellen Stressantwort nach Zugabe 
von 2mM H2O2. Die Induktion der speziellen oxidativen Stressantwort wurde durch erhöhte 
Spotvolumina der Katalasen (Cat1, Cat2), der Superoxiddismutase (Sod1), der 
Thioredoxinperoxidase (ApF3) und des Peroxiredoxins (Prx1) in den 2D-Gelen detektiert. Da 
beide Peroxidasen vermutlich Thioredoxin als Kofaktor nutzen und ähnliche Funktionsweisen 
haben, wurde eine vergleichbare Induzierbarkeit nach H2O2 Behandlung erwartet. Die 
Peroxidasen AspF3 und Prx1 zeigten jedoch eine unterschiedlich schnelle Induktion nach 
H2O2 Zugabe in 2D-Gelen. Prx1 weist ein mitochondriales Signalpeptid auf, sodass das 
Protein vermutlich in den Mitochondrien lokalisiert ist. Da Antikörper gegen AspF3 in 
Aspergillosepatienten nachgewiesen wurden, wird das Protein sowohl cytoplasmatisch als 
auch auf der Zelloberfläche des Pilzes lokalisiert sein. Die Thioredoxinperoxidase TSA1 hat 
in S. cerevisiae sowohl Peroxidase als auch Chaperonfunktion. Die Expression des 
Thioredoxinperoxidasegens wird auch in S. cerevisiae unter oxidativem Stress induziert 
(Pocsi et al., 2005). Die Deletion von TSA1 führte in S. cerevisiae zur Inaktivierung mehrerer 
ROI detoxifizierender Proteine (Demasi et al., 2006). Deshalb wurde der 
Thioredoxinperoxidase in S. cerevisiae neben der Funktion in der ROI Detoxifizierung auch 
eine Rolle bei der Regulation weiterer ROI Detoxifizierenden Proteine zugesprochen. Es ist 
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denkbar, dass das homologe Protein in A. fumigatus neben der Peroxidasefunktion 
vergleichbare, regulatorische Funktionen innehat.   
Die Induktion der Katalasen Cat1 und Cat2 unter oxidativem Stress konnte in 
Proteomanalysen, Enzymaktivitätstests und „Northern blot“-Analysen in A. fumigatus 
verifiziert werden. Nachweislich sind die Katalasen nicht an der Virulenz von A. fumigatus 
beteiligt (Paris et al., 2003b). Die Deletion der konidienspezifischen Katalase catA resultierte 
in einem ROI sensitiven A. fumigatus Stamm, der eine vergleichbare Überlebensrate bei 
Koinkubation mit Makrophagen im Vergleich zum Wildtypstamm aufwies (Paris et al., 
2003b).  
In Proteomanalysen des A. fumigatus Wildtyps nach 45 Minuten Stressinduktion durch 2mM 
H2O2 wurde ausserdem eine Induktion der generellen Stressantwort durch erhöhte 
Spotvolumina der Hitzeschockproteine und der Spermidinsynthase detektiert. 
Sperminidinsythasen dienen in S. cerevisiae dem Schutz von DNA und Proteinen bei Stress. 
Die Deletion der Spermidinsynthase resultierte in C. neoformans in einer Reduktion der 
Kapselbildung, der Melaninproduktion und der Wachstumsrate (Kingsbury et al., 2004). Eine 
Rolle der Spermidinsynthase in der pathogenen Entwicklung wird diskutiert.  
Ausserdem wurden nach H2O2 Zugabe Proteine der Glykolyse, des Pentose Phosphatwegs 
und des Citratzyklus mit erhöhten Spotvolumina in den 2D-Gelen detektiert. Die 
Stressantwort ähnelt insgesamt der oxidativen Stressantwort von C. albicans und S. cerevisiae 
(Pocsi et al., 2005, Kusch et al., 2007). Allerdings wurde in C. albicans nach Zugabe von 
H2O2 die Induktion Glutathion-abhängiger Detoxifizierungsmechanismen 
(Gluathionreduktase, Glutathionperoxidase) detektiert, was nach der Stressinduktion von A. 
fumigatus nicht beobachtet wurde. Das Thioredoxin-abhängige ROI Detoxifizierungssystem 
scheint in A. fumigatus wie in A. nidulans eine bedeutendere Rolle bei der Antwort auf 
oxidativen Stress zuzukommen (Thon et al., 2007).  
 
1.2 Regulation der oxidativen Stressantwort in A. fumigatus durch AfYap1.  
Da die Regulation der oxidativen Stressantwort in S. cerevisiae über den Transkriptionsfaktor 
Yap1p gesteuert wird, wurde das entsprechende Homologe AfYap1 in A. fumigatus 
identifiziert und charakterisiert. Die Kernlokalisation des Transkriptionsfaktors AfYap1 
konnte in A. fumigatus nach H2O2, Menadion und Diamidbehandlung durch eine AfYap1-
eGFP Fusion nachgewiesen werden. Die Akkumulation des AfYap1-eGFP Proteins im Kern 
basiert offensichtlich auf einem ähnlichen Mechanismus wie bei S. cerevisiae, da nach 
Reduktion des AfYap1 Moleküls durch Zugabe von DTT ein ausschliesslich 
cytoplasmatisches eGFP Signal beobachtet wurde. Die Gpx3 vermittelte Oxidation 
bestimmter Cysteinreste am C Terminus des Yap1 Proteins führt zur Ausbildung von 
Disulfidbrücken und damit zur Konformationsänderung des Moleküls in S. cerevisiae. Die 
Kernexportsequenz (NES) zwischen den Cysteinen kann daraufhin von dem Exportin Crm1 
im oxidierten Yap1 Molekül nicht mehr erkannt werden und Yap1 sammelt sich im Kern 
(siehe auch Einleitung). Unterschiedliche Stressagentien resultieren hierbei in 
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Disulfidbrücken zwischen verschiedenen Cysteinen im Yap1 Molekül, die offensichtlich die 
stress-spezifische, transkriptionelle Regulation bestimmter Zielgene ermöglicht. Durch diesen 
Mechanismus lässt sich u.a. die unterschiedlich starke Induktion der Thioredoxinreduktase 
durch H2O2 und Diamid in A. fumigatus erklären.  
Die in dieser Arbeit verwendenten oxidativen Agentien führten zu unterschiedlich starkten 
Stressinduktionen, da sie eine unterschiedliche Stabilität und Reaktivität aufweisen. Die 
Stressinduktion mit 2mM H2O2 löste vermutlich kurzzeitigen oxidativen Stress aus, da H2O2 
schnell durch Katalasen und Peroxidasen abgebaut wird. Nach Stressinduktion mit 2mM 
Menadion wurde ein länger persistierendes AfYap1-eGFP Signal im Kern detektiert, da 
Menadion in erster Linie Superoxidradikalanionen (O2−) freisetzt, die zuerst durch 
Superoxiddismutasen zu H2O2 umgesetzt werden. Das entstandene H2O2 wird wiederum 
durch Katalasen und Peroxidasen abgebaut. Die Zugabe von 2mM Diamid resultierte in einem 
über mehrere Stunden stabilen AfYap1-eGFP Kernsignal. Diamid führt in der Zelle zur 
Oxidation aller verfügbaren Cysteine und Thiolgruppen und dadurch auch zur Oxidation des 
AfYap1 Proteins. Diamid interagiert außerdem mit dem Gluathionredoxzyklus und verschiebt 
das Redoxgleichgewicht der Zelle in Richtung Oxidation (Kusch et al., 2007). Das AfYap1-
eGFP Protein lokalisierte deshalb unter Diamidstress im Kern. Die Diamid-
Detoxifizierungsmechanismen sind jedoch nicht AfYap1 reguliert. Deshalb verbleibt AfYap1 
unter Diamidstress im Kern. Dieser Umstand erklärt auch, warum Afyap1-Deletionsmutanten 
eine erhöhte Sensitivität gegen H2O2, Menadion und tBOOH, aber nicht gegen Diamid 
zeigten. Das Yap1 Homologe in A. nidulans NapA verleiht gleichfalls Resistenz gegen H2O2, 
Menadion und tBOOH aber nicht gegen Diamid. Die napA Deletionsmutante wuchs auf 
Cadmium, Hochsalz und Sorbitolmedium mit vergleichbarer Geschwindigkeit wie der 
Wildtyp (Asano et al., 2007). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass NapA in A. 
nidulans eine ähnliche Funktion bei der Regulation der oxidativen Stressantwort wie AfYap1 
in A. fumigatus zukommt.  
Bei einem proteomanalytischen Vergleich von H2O2 gestresstem Wildtyp mit dem Afyap1 
Deletionsstamm wurden sowohl erhöhte als auch verringerte Spotvolumina detektiert, was 
darauf schliessen lässt, dass AfYap1 direkt und/oder indirekt als Repressor und Aktivator 
fungieren kann. Insgesamt wies das 2D-Gel des gestressten Afyap1 Deletionsstammes 
verringerte Spotvolumina bei Proteinen der Hitzeschockantwort und der Transkriptions-
/Translationsmaschinerie auf. AfYap1 führt vermutlich bei oxidativem Stress zur Aktivierung 
der entsprechenden Gene in A. fumigatus, eine Funktion, die bei der Deletion von Afyap1 von 
keinem anderen Regulator übernommen wurde.  
Das p-Nitroreduktasegen pnr1 konnte in dieser Arbeit durch Proteom- und „Northern blot“-
Analysen als eindeutiges AfYap1 Zielgen identifiziert werden. Beim proteomanalytischen 
Vergleich des gestressten Wildtyps mit der gestressten Afyap1 Mutante wurde für den Pnr1 
Proteinspot ein verringertes Spotvolumen unter oxidativem Stress detektiert. In der Afyap1 
Deletionsmutante konnte in den „Northern blot“-Analysen auch nach Stressinduktion durch 
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H2O2 oder Menadion kein pnr1 Transkript nachgewiesen werden. p-Nitroreduktasen bilden 
eine grosse Gruppe konservierter, eukaryotischer Proteine, die an der Regulation des 
Redoxzustandes der Zelle bei oxidativem und nitrosativem Stress beteiligt sind (de Oliveira et 
al., 2007). Da Pnr1 nur unter oxidativem nicht aber unter nitrosativem Stress in A. fumigatus 
induziert wurde, könnte Pnr1 als Markerprotein für oxidativen Stress bei Koinkubation mit 
Immuneffektorzellen oder in Infektionen genutzt werden. 
Die Thioredoxin abhängigen Peroxidasen AspF3 und Prx1 wurden im 2D-Gel nach 
Stressinduktion durch 2mM H2O2 jeweils durch mehrere Proteinspots repräsentiert. 
Unterschiedliche posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierung und Glykosylierung) 
führen zu einer Veränderung des isoelektrischen Punktes des Proteins und damit zu einer 
anderen Lokalisation des Spots im 2D-Gel. Die Deletion von Afyap1 löste bei beiden 
Peroxidasen Veränderungen dieser Modifikationen aus und damit den „shift“ der Proteinspots 
auf einer horizontalen Ebene im Gel. Über die absolute Regulation der Peroxidasen durch 
AfYap1 lässt sich aufgrund dieser 2D Gele keine genaue Aussage treffen. In „Nothern blot“- 
Analysen wurde allerdings eine verringerte Induktion der Expression von aspF3 unter H2O2 
und Menadionstress im Afyap1-Deletionsstamm beobachtet. Die stressabhängige Expression 
der Thioredoxinperoxidase aspF3 wird demnach in A. fumigatus  u.a. durch AfYap1 reguliert.   
 
1.3 Der Einfluss von oxidativem Stress auf die Sekretion von Proteinen.  
Bei der Proteomanalyse der sekretierten Proteine von A. fumigatus nach Diamidzugabe, 
wurden insgesamt relativ viele intrazelluläre Proteine im 2D-Gel von extrazellulären 
Proteinen detektiert, da vermutlich die 48 stündige Inkubation der Hyphen bereits zur Lyse 
der älteren Myzelbereiche geführt hatte. Die oxidative Stressantwort nach Diamidzugabe 
wurde durch erhöhte Spotvolumina der Katalasen und Superoxiddismutasen im 2D-Gel des 
Überstandes detektiert. Die Afyap1-Deletion hatte wenig Einfluss auf die Sekretion der 
Proteine unter Diamidstress, da der proteomanalytische Vergleich des Diamidgestressten 
Wildtyps mit der Afyap1-Mutante wenige Veränderungen der Spotvolumina der sekretierten 
Proteine zeigte. Da die Deletion des Afyap1 Gens zu Veränderungen der oxidativen 
Stressantwort geführt hat, ist davon auszugehen, dass nur wenige durch AfYap1 regulierte 
Proteine bei oxidativem Stress sekretiert werden. Einzig bei der Sekretion der Katalase Cat2 
und dem Hämolysin konnte ein klarer Einfluss der Afyap1-Deletion detektiert werden. 
Interessanterweise wurde der Spot der alkalischen Protease nach Diamidinduktion mit 
erhöhtem Spotvolumen im Überstand des ∆Afyap1-Stammes detektiert. Vermutlich verhindert 
AfYap1 die vermehrte Sekretion der Protease bei oxidativem Stress, um die frühe Induktion 
der Wirtsantwort zu umgehen. Die sekretierten Proteasen von A. fumigatus gehören im 
weitestens Sinne zu den Toxinen, die im Wirt allergische Reaktionen auslösen können (Fox et 
al., 2004, Monod et al., 2002). Proteasen werden in erster Linie von A. fumigatus während der 




1.4 Der Einfluss von AfSkn7 bei der Regulation der oxidativen Stressantwort von A. 
fumigatus in Kooperation mit AfYap1.  
Der Transkriptionsfaktor Skn7p interagiert in S. cerevisiae mit Yap1p bei der Regulation ROI 
detoxifizierender Gene. Interessanterweise zeigt Skn7p Sequenzähnlichkeiten zum 
Hitzeschockprotein Hsf1 in S. cerevisiae (Wiederrecht et al., 1988). Die Deletion der skn7 
Homologen in C. albicans und C. neoformans führte zur Reduktion der Virulenz und zur 
erhöhten ROI Sensitivität (Singh et al., 2004, Wormley et al., 2005). In dieser Arbeit wurde 
das Skn7 Homologe in A. fumigatus identifiziert und charakterisiert. Die Afskn7 Deletion 
führte zu einer erhöhten Sensitivität gegen H2O2 und tBOOH und zu einer erhöhten Resistenz 
gegen Menadion im Vergleich zum Wildtyp. Da Menadion die Freisetzung von 
Superoxidradikalanionen (O2−) auslöst,  die durch Superoxiddismutasen zu H2O2 umgesetzt 
werden, ist AfSkn7 vermutlich an der Repression der Expression der Superoxiddismutasegene 
beteiligt. In „Northern blot“-Analysen wurde eine leichte Induktion der 
Superoxiddismutasegene sod1 und sodB im Wildtyp bei H2O2 und Menadionzugabe 
nachgewiesen. Die Stressinduktion von sod1 und sodB war im Afskn7 Deletionsstamm im 
Vergleich zum Wildtyp deutlich erhöht. Interessanterweise war die sod1 und sodB Expression 
auch im Afyap1 Deletionsstamm bei Menadioninduktion im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls 
erhöht. Menadionstress führt offensichtlich bei AfYap1 zu einer Konformationsänderung, 
wodurch der Transkriptionsfaktor auf beide Superoxiddismutasegene als Repressor wirkt. Bei 
Stressinduktion durch H2O2 wurde dieser Effekt nicht detektiert. Es wurden bereits zwei 
Klassen von Superoxiddismutasen in A. fumigatus beschrieben die Mn Sod und die Cu/Zn 
Sod (Fluckiger et al., 2002, Holdom et al., 1996, Holdom et al., 2000). Die Cu/Zn SOD liegt 
extrazellulär und an der Zellwand des Pilzes assoziiert vor (Holdom et al., 2000). Die 
Deletion der sod1 in C. albicans führte zur Reduktion der Virulenz (Hwang et al., 2002). 
Viele Patienten mit invasiver Aspergillose enthalten Antikörper gegen die 
Superoxiddismutase von A. fumigatus im Blut, wodurch dieses Enzym als Markerprotein für 
A. fumigatus Infektionen genutzt werden kann. Die Rolle der Superoxiddismutasen in der 
Virulenz von A. fumigatus ist noch ungeklärt. Die Induktion der Superoxiddismutasen bei 
Deletion von Afskn7 könnte den Ausfall der Katalasen kompensieren und die Zellen gegen 
Superoxidradikalanionen und damit gegen Menadion schützen. Die vermehrte Expression der 
Superoxiddismutasegene bei Afskn7 Deletion könnte demnach für die erhöhte Resistenz 
gegen Menadion bei A. fumigatus mitverantwortlich sein.  
Mit Menadion behandelte Hefezellen zeigten einen erhöhten intrazellulären 
Glutathionspiegel. Bei Menadionstress wird ein Menadion-Glutathion Konjugat gebildet, das 
aus der Zelle ausgeschleusst wird, um dem Menadionstress zu entgehen. Bei Deletion des 
Glutathiongens wurde die Expression der Superoxiddismutasen unter Menadionstress 
induziert (Zadzinski et al., 1998). Es ist daher wahrscheinlich, dass Menadion auch in A. 
fumigatus zur Induktion der glutathionabhängigen Detoxifizierungsgene führt. Eine Rolle von 
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AfSkn7 bei der Regulation der Expression dieser Gene in A. fumigatus ist nach den 
vorliegenden Versuchsergebnissen wahrscheinlich.  
Die ROI abhängige Induktion der Expression des Katalasegens cat1 sowie der 
Superoxiddismutasegene sod1 und sodB unterlag demzufolge AfYap1 und AfSkn7. Da 
allerdings eine Deletion beider Transkriptionsfaktoren zu keinem Ausfall der Expression 
dieser Gene führte, sind noch andere Faktoren an der Regulation der Expression dieser Gene 
beteiligt. In A. nidulans unterliegt die Kontrolle der Expression des Cu/Zn 
Superoxiddismutasegens dem Transkriptionsfaktor SreA, der auch die Siderophorbiosynthese 
reguliert. Die Siderophorbiosynthese ist in A. fumigatus essentiell für die Virulenz (Oberegger 
et al., 2000, Schrettl et al., 2004, Schrettl et al., 2007). Die Induktion der Expression einiger 
ROI detoxifizierender Proteine wurde in A. fumigatus unter Eisen-limitierenden Bedingungen 
d.h. bei Aktivierung der Siderophorbiosynthese detektiert (Schrettl et al., 2007). Es ist 
denkbar, dass die Expression der Superoxiddismutasen in A. fumigatus neben AfSkn7 und 
AfYap1 ebenfalls durch SreA reguliert ist. 
Obwohl die Induktion der Thioredoxinreduktase nach Zugabe von 2mM H2O2 oder Diamid in 
Enzymaktivitätstests gezeigt wurde, konnte der Thioredoxinreduktase-Proteinspot nicht in den 
Proteomanalysen der oxidativen Stressantwort von A. fumigatus identifiziert werden. Dies 
könnte in 2D-Gelen problematisch sein, da es sich bei dem Enzym um ein 42 kDa grosses 
Protein mit einem pI von 5,1 handelt. Der Gelbereich in einem 24cm Gel mit einem pH 
Gradienten von 3-11, in dem sich Proteine mit diesen Eigenschaften befinden, ist mit vielen 
Proteinspots besetzt. Bei einer weiteren Auftrennung dieses pH Bereichs durch die 
Verwendung von IPG „strips“ mit einem pH Gradienten von 4-7 auf 24 cm könnte die 
Thioredoxinreduktase in den 2D-Gelen möglicherweise identifiziert werden.  
Die Expression des Thioredoxinreduktasegens ist in C. neoformans Skn7 abhängig (Wormley 
et al., 2005). Die Deletion von Afskn7 könnte bei gleichem Einfluss von AfSkn7 auf die 
Thioredoxinreduktase in A. fumigatus somit zur Kernlokalisation von AfYap1 führen, da 
Thioredoxin für die Reduktion des Yap1p Proteins verantwortlich ist. Bei Ausfall der 
Thioredoxinreduktase wurde permanente Yap1p Kernlokalisation in S. cerevisiae beobachtet 
(Carmel-Harel et al., 2001). Dieser regulatorische Einfluss von AfSkn7 auf die 
Thioredoxinreduktase und damit auf AfYap1 könnte auch die erhöhte Expression von pnr1 
ohne Stressinduktion im ∆Afskn7 Stamm in A. fumigatus erklären, die in „Northern blot“-
Analysen beobachtet wurde. Bei der Sequenzanalyse des Promotors des 
Thioredoxinreduktasegens wurde eine putative AfSkn7- und eine AfYap1-Bindestelle 
detektiert. Die Regulation der Expression der Thioredoxinreduktase durch AfSkn7 und 
AfYap1 und damit ein Einfluss der Afskn7 Deletion auf die Expression der 
Thioredoxinreduktase ist demzufolge wahrscheinlich.  
 
In S. cerevisiae ist Skn7 ein „Response regulator“ des Proteins Sln1, das über den Hog1 
Signaltransduktionsweg aktiviert wird (Li et al., 1998). Die Deletion des Hog1 Homologen 
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sakA und des Sln1 Homologen tcsB in A. fumigatus zeigten, dass Afskn7 nicht über diesen 
Signaltransduktionsweg reguliert wird. Eine sakA Mutante war zwar sensitiv gegen Menadion 
und H2O2, zeigte aber keine Veränderung der Afskn7 oder tcsB Expression (Du et al., 2006). 
Die Aktivierung von AfSkn7 unterliegt demnach in A. fumigatus andereren Mechanismen als 
in S. cerevisiae und ist nicht Hog1 abhängig.  
Promotoranalysen, in denen nach putativen AfYap1- und AfSkn7-Bindestellen gesucht wurde 
zeigten, dass AfSkn7 neben seinen Zielgenen zur ROI Detoxifizierung vermutlich auch seine 
eigene Expression reguliert. Es konnte weiterhin belegt werden, dass der Promotor des 
Glutathiongens eine putative AfYap1 Bindestelle aufweist. Die Promotoren des 
Glutathionperoxidasegens und des Cytochrom C Peroxidasegens wiesen mehrere AfSkn7 
Bindestellen auf. Die Glutathion-abhängige ROI Detoxifizierung scheint in A. fumigatus 
daher AfYap1 und AfSkn7 abhängig zu sein, wobei vermutlich wegen der grossen Häufigkeit 
der AfSkn7 Bindestellen hier AfSkn7 ein grösserer Einfluss zukommt. Die alleinige 
Regulation der Katalaseaktivität Cat2 und der p-Nitroreduktase Pnr1 durch AfYap1 konnte in 
Proteomanalysen, Enzymassays und „Northern blot“-Analysen nachgewiesen werden. In den 
Promotorsequenzen beider Gene (cat2 und pnr1) wurden mehrere putative AfYap1 
Bindestellen detektiert. Es ist daher wahrscheinlich, dass die identifizierten 
Konsensussequenzen in den Promotoren dieser Gene die Bindung von AfYap1 vermitteln.  
Insgesamt wurden bei den Sequenzanalysen der Promotoren von ROI Detoxifizierungsgenen 
vermehrt AfYap1 Bindestellen in Promotoren von Genen des Thioredoxin-abhängigen 
Detoxifizierungsmechanismus (Thioredoxinperoxidase AspF3, Peroxiredoxin Prx1, 
Thioredoxinreduktase Trr1) detektiert. Promotoren von Genen Glutathion-abhängiger 
Detoxifizierungsmechanismen (Glutathionperoxidase Gpx3, Cytochrome C Peroxidase Ccp1) 
wiesen dagegen vermehrt AfSkn7 Bindestellen auf. Vorausgesetzt die Bindestellen sind 
funktional und die Konsensussequenzen der Transkriptionsfaktoren sind auf einen anderen 
Organismus übertragbar, vermittelt AfSkn7 bei oxidativem Stress die Induktion der 
Expression des Gens des „Redoxtransducers“ Gpx3, der die Oxidation am AfYap1 Molekül 
vollzieht. Auch die Anwesenheit einer putativen AfSkn7 Bindestelle im Afyap1 Promotor 
lässt vermuten, dass AfSkn7 Einfluss auf die AfYap1 Aktivität hat.  
Wie bereits erwähnt resultierte die Deletion des skn7 Gens in S. cerevisiae in einer höheren 
Induktion der Thioredoxinperoxidase TSA1, Thioredoxin TRX2 und Glutathion GSH2 unter 
Menadionstress im Vergleich zum gestressten Wildtyp (Raitt et al., 2000). Skn7 könnte in S. 
cerevisiae daher an der Repression dieser Gene beteiligt sein (Pocsi et al., 2005, Raitt et al., 
2000). Die Expression des Thioredoxinperoxidasegens tsa1 ist nachweislich in C. albicans 
durch das Yap1 Homologe Cap1 reguliert (Urban et al., 2005). Die Promotoren der 
Thioredoxinperoxidasegene aspF3 und prx1 wiesen in A. fumigatus mehrere putative AfYap1 
Bindestellen aber keine AfSkn7 Bindestelle auf. Die Afskn7 Deletion führte jedoch zur 
reduzierten Expression des Thioredoxinperoxidasegens aspF3 unter Menadion und H2O2 
Stress. Da der Induktionsverlauf nach Stressinduktion trotz reduzierter Expressionslevel im 
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Afyap1 und Afskn7 Deletionsstamm erhalten blieb, sind neben AfYap1 und AfSkn7 noch 
andere Faktoren an der stressabhängigen Regulation von aspF3 beteiligt. 
 
Interessanterweise zeigte die Katalase cat1 eine AfYap1 abhängige Expression in „Northern 
blot“-Analysen und eine AfYap1 abhängige Erhöhung des Proteinspotvolumens unter 
oxidativem Stress, obwohl ihr Promotor keine putative Yap1 Bindestelle enthält. Es ist 
denkbar, dass noch andere Transkriptionsfaktoren mit AfYap1 und AfSkn7 einen Komplex 
bilden, der die Expression von Genen reguliert, ohne spezifische Yap1 oder Skn7 
Bindestellen in den Promotoren dieser Gene zu benötigen. Die spezifische 
Konformationsänderung von Yap1 bei Oxidation durch unterschiedliche Stressagentien 
reguliert dabei die Bindungsaffinität zu den anderen Faktoren des Komplexes (Gulshan et al., 
2005, Nguyen et al., 2001). In S. cerevisiae wurde die stressabhängige Bindung von Yap1p zu 
dem Mediatorprotein Rox3p nachgewiesen. Rox3p bindet nach Yap1p Bindung an TATA 
Boxen in Promotoren der Zielgene (Gulshan et al., 2005). Für Skn7p wurden schon 
Proteininteraktionen mit Yap1p (Morgan et al., 1997), Hsf1 (Raitt et al., 2000), Mbd1 
(Bouquin et al., 1999) und dem „Calcium response“ Faktor Crz1 (Williams & Cyert, 2001) in 
S. cerevisiae beschrieben. Die Beteiligung der Thioredoxinperoxidase TSA1 an einem 
Regulatorkomplex wurde in S. cerevisiae bereits diskutiert (Demasi et al., 2006). Eine 
Komplexbildung zur stressabhängigen Regulation der Zielgene ist nach den 
Versuchsergebnissen dieser Arbeit auch in A. fumigatus sehr wahrscheinlich.  
 
1.5 Der Einfluss von AfSkn7 und AfYap1 auf den Schutz von A. fumigatus gegen 
Fungizide.   
Die Deletionsstämme dieser Arbeit wurden auf ihre Sensitivität gegen Imidazol, 
Amphotericin B und „Congo red“ getestet, da diese Fungizide mit der Sensitivität von A. 
fumigatus gegen oxidativen Stress und zellwandinterkalierenden Agentien im Zusammenhang 
stehen. Die pilzliche Zellwand besteht aus einem Grundgerüst aus β (1-3)-Glucaneinheiten, 
welches durch Galactomannan und Chitin verstärkt wird (Yuen et al., 2001). Das Gen fks1 ist 
zur β Glucansynthese und für das Wachstum von A. fumigatus essentiell (Ishibashi et al., 
2004). Echinocandine werden in der heutigen Medizin gegen Pizinfektionen eingesetzt, da sie 
die Glucansynthese und damit das Wachstum vieler filamentöser, humanpathogener Pilze 
inhibieren.  
Amphotericin B zerstört die Membranpermeabilität der Zelle und führt so zum Tod. Die 
oxidativen Enzyme der Zelloberfläche gehen bei diesem Prozess auf bisher ungeklärte Weise 
verloren (Ellis, 2002). Der Afyap1-Deletionsstamm zeigte eine leicht erhöhte Sensitivität 
gegen Amphotericin B im Vergleich zum Wildtyp. Die Deletion von Afskn7 hatte eine leichte 
Erhöhung der Resistenz gegen Amphotericin B zur Folge. Die gleichzeitige Deletion von 
Afyap1 und Afskn7 resultierte dagegen in einem resistenteren Stamm gegen Amphotericin B 
im Vergleich mit dem Wildtyp. Die AfYap1 Zielgene tragen offensichtlich zur Resistenz 
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gegen geringe Konzentrationen Amphotericin B bei, weshalb eine Deletion von Afyap1 die 
Sensitivität erhöht. Die AfSkn7 Zielgene hingegen sind zumindest formal an der Sensitivität 
der Zellwand von A. fumigatus gegen Amphotericin B beteiligt, da die Afskn7 Deletion zu 
einem resistenteren Stamm im Vergleich zum Wildtyp führte. Im Allgemeinen geht eine 
Amphotericin B Resistenz auf eine Verringerung der Ergosterolkonzentration in der Membran 
und auf eine Veränderung der Membranlipide zurück. Das Fungizid kann die veränderte 
Zellmembran weniger gut binden und schädigen (Ellis, 2002). Expressionsanalysen mit C. 
albicans nach Exposition mit Amphotericin B zeigten eine Induktion verschiedener 
Ionentransporter und der oxidativen Stressantwort durch erhöhte Glutathion-, Katalase- und 
Superoxiddismutasespiegel (Liu et al., 2005). Die erhöhte Sensitivität des ∆Afyap1 Stammes 
gegen Amphotericin B könnte demnach eine Folge des Ausfalls der Katalasen in diesem 
Deletionsstamm sein. Auch die konstitutiv erhöhte Expression der Superoxiddismutasegene 
im ∆Afskn7 Deletionsstamm könnte zu der erhöhten Resistenz gegen Amphotercin B 
beitragen. In C. albicans konnte nach Amphotericin B Behandlung eine Induktion der 
Expression des Flavohämoglobingens nachgewiesen werden (Liu et al., 2005). Ein Test des 
von M. Vödisch erzeugten ∆fhp1 Stammes (M. Vödisch, persönliche Mitteilung) auf die 
Sensitivität gegen Amphotericin B könnte Aufschluss über die Rolle des Flavohämoproteins 
in A. fumigatus geben.  
Ein weiterer interessanter Nebeneffekt bei der Behandlung von A. fumigatus Infektionen mit 
Amphotericin B ist die Induktion der Gliotoxinproduktion des Pilzes durch dieses Fungizid 
(Reeves et al., 2004). Gliotoxin wird von A. fumigatus während der Infektion sekretiert. 
Vermutlich reichen allerdings die produzierten Konzentrationen an Gliotoxin nicht aus, um 
die Zusammensetzung des NADPH Oxidasekomplexes zu hemmen (Kupfahl et al., 2006, 
Tsunawaki et al., 2004). Der Effekt der Gliotoxininduktion durch Amphotericin B 
Behandlung ist deshalb fraglich.  
Der Effekt von „Congo Red“ auf die Zellwand von A. fumigatus ist noch unklar. Das „Congo 
Red“ Molekül interagiert mit den β(1,3)-Glucanuntereinheiten der Zellwand und stört so 
deren Aufbau. Die Deletion von Afyap1 hatte keinen Effekt auf die „Congo Red“ Sensitivität. 
Die Afskn7 Deletion resultierte im Wildtyp und ∆Afyap1 Stamm in einer erhöhten Resistenz 
gegen „Congo Red“. Aus diesen Beobachtungen lässt sich eine Rolle von AfSkn7 für die 
Zellwandintegrität in A. fumigatus vermuten. Auch in S. cerevisiae spielt Skn7 eine Rolle bei 




1.6 Mausinfektionen mit A. fumigatus Wildtyp, ∆Afyap1, ∆Afskn7 und ∆Afyap1/∆Afskn7.   
Bei der Infektion von neutropenischen Mäusen zeigte der ∆Afyap1-Stamm, der ∆Afskn7-
Stamm und der ∆Afyap1/∆Afskn7-Stamm die gleiche Infektionsrate wie der Wildtyp und der 
∆Afyap1-Komplementationsstamm. Die Behandlung der Mäuse mit Cortisonacetat und 
Cyclophosphamid führt zu einer generellen Retardierung und Abschwächung aller 
Immuneffektorzellen. Neutrophile Granulozyten neutropenischer Mäuse produzieren kein 
signifikanten „oxidative burst“ in Infektionen.  
Bei vorläufigen Infektionsversuchen von Mäusen, die nur mit Cortisonacetat 
immunsupprimiert und mit dem Afyap1- oder Afskn7-Deletionsstamm infiziert wurden, wurde 
eine Attenuation der Virulenz beobachtet, wenn die Infektionsrate des ∆Afyap1-
Komplementationsstammes dem ursprünglichen Wildtyp gleichgesetzt wird. In diesen 
Infektionsversuchen zeigte die Infektion der Mäuse mit dem A. fumigatus Wildtypstamm aus 
bisher unbekannten Gründen keine Virulenz (vorläufige Daten nicht gezeigt). Die Behandlung 
der Mäuse mit Cortisonacetat führt zur Retardierung und Abschwächung der Aktivität 
alveolarer Makrophagen, hat jedoch nur wenig Einfluss auf die Immunkompetenz der 
neutrophilen Granulozyten, so dass hier durchaus Unterschiede im Virulenzverhalten 
abhängig vom verwendeten Mausinfektionsmodell denkar sind. Da es sich hierbei um 
vorläufige Ergebnisse handelt und bei der Infektion mit dem Wildtypstamm keine Virulenz 
beobachtet wurde, muss jeodch der Einfluss der Deletion von Afyap1 und Afskn7 auf die 
Virulenz von A. fumigatus im Cortisonacetat-Modell in weiteren Versuchen verifiziert 
werden.  
 
1.7 Die Rolle von ROI und RNI bei der Abwehr von A. fumigatus Konidien durch 
Makrophagen. 
Im Verlauf der A. fumigatus Infektion werden die Konidien in der Lunge durch Alveolar- 
Makrophagen attackiert, die sie phagozytieren und abtöten. Die Fähigkeit der Makrophagen 
Konidien abzutöten korreliert direkt mit der Infektionshäufigkeit der Patienten (Jahn et al., 
2002). In den Makrophagen kommt es bei Pathogenerkennung und nach der Phagozytose zur 
Induktion des „oxidative burst“, d.h. zur Produktion von reaktiven Sauerstoffintermediaten 
(Babior, 2002). Ausserdem sind Makrophagen mit Hilfe der NO-Synthase in der Lage 
Stickstoffradikale zu produzieren, die sich mit den ROI der NADPH Oxidase zu Peroxinitrit 
verbinden (Aguirre et al., 2006). Makrophagen mit einem Defekt der NADPH Oxidase 
konnten keine A. fumigatus Konidien mehr abtöten (Philippe et al., 2003). Der Einfluss von 
ROI auf das Abtöten von Konidien durch Makrophagen konnte in dieser Arbeit bestätigt 
werden, da die Zugabe von Glutathion die Sterberate der Konidien bei Koinkubation mit 
Makrophagen reduzierte. Die Zugabe des NO-Synthase Inhibitors L-NAME hatte dagegen 
keinen Effekt auf das „killing“ der Konidien durch Makrophagen. Diese Ergebnisse decken 
sich mit der Hypothese, dass die NADPH Oxidase essentiell für das Abtöten von Konidien 
durch Makrophagen ist (Philippe et al., 2003). ∆iNOS Makrophagen mit einem Defekt der 
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NO-Synthase töten A. fumigatus Konidien wie ungeschädigte Makrophagen ab (Philippe et 
al., 2003). Es ist daher anzunehmen, dass NO Radikale beim „killing“ von Konidien durch 
Makrophagen keine bedeutende Rolle in A. fumigatus Infektionen zukommt. Trotz des 
Einflusses von Glutathion auf die Abtötungsrate der Konidien durch Makrophagen wurden 
die gegen ROI sensitiven Deletionsstämme ∆Afyap1, ∆Afskn7 und ∆Afyap1/∆Afskn7 ebenso 
schnell durch Makrophagen abgetötet wie der Wildtyp. Es ist daher anzunehmen, dass die von 
den Makrophagen gebildeten ROI nicht am Abtötungsprozess selbst sondern an sekundären 
Signaltransduktionswegen beteiligt sind, die zum Tod der Koniden führen (siehe unten).  
 
1.8 Die Rolle des „oxidative burst“ bei der Abwehr von A. fumigatus durch neutrophile 
Granulozyten.  
Obwohl neutrophile Granulozyten von CGD Patienten durch einen Defekt der NADPH 
Oxidase keinen „oxidative burst“ induzieren können, sind diese Zellen noch in der Lage,  A. 
fumigatus Konidien am Auskeimen zu hindern (Bonnett et al., 2006). Der Überstand einer 
CGD Zellinie enthielt eine hohe Konzentration an Lactoferrin und Granulaproteinen, die das 
Wachstum der Konidien inhibierten. Da die Zugabe von Eisen zum Überstand den 
inhibitorischen Effekt auf Konidien aufhob, scheint die hohe Lactoferrinkonzentration für 
diesen Effekt verantwortlich zu sein (Zarember et al., 2007). Bei Konfrontationsversuchen 
von gesunden Granulozyten und A. fumigatus Konidien wurde beobachtet, dass Konidien 
generell weniger „oxidative burst“ induzieren als Hyphen (Daten nicht gezeigt). 
Mit Hilfe des Cytochrom C Reduktionstests wurde in dieser Arbeit die Induktion des 
„oxidative burst“ der Granulozyten durch Hyphen aller A. fumigatus Deletionsstämme 
detektiert. Die Abtötungsrate der Hyphen durch Granulozyten war bei Wildtyp und ∆Afyap1 
Hyphen in Koinkubationsversuchen gleich, da die ∆Afyap1 Hyphen gleich gut erkannt und 
abgetötet wurden wie Hyphen des Wildtypstammes. Da ∆Afyap1 Hyphen im Vergleich zum 
Wildtyp eine erhöhte Sensitivität gegen ROI zeigten, ist anzunehmen, dass ROI bei dem 
Abtöten der Hyphen durch Granulozyten keine bedeutende Rolle zukommt. Ergänzend 
kommt hinzu, dass die Zugabe von Glutathion oder des NADPH Oxidase Hemmstoffs DPI 
keinen Einfluss auf die Abtötungsrate im „Konfrontationsassay“ von neutrophilen 
Granulozyten mit A. fumigatus Hyphen hatte. Man sollte bei der Behandlung der Zellen mit 
DPI bedenken, dass nicht nur die NADPH Oxidase sondern auch die NADH Dehydrogenase 
des Atmungskomplexes I der Mitochondrien gehemmt wird und die Zellen vermutlich eine 
verkürzte Lebensdauer haben (Cheng et al., 2006). Vor den Koinkubationsversuchen wurde 
daher sichergestellt, dass die verwendete DPI Konzentration nicht toxisch auf die 
Granulozyten wirkte (Daten nicht gezeigt). Die verwendete Konzentration an DPI reichte aus, 
um den „oxidative burst“ der Granulozyten zu verhindern (Reistad et al., 2005). 
Interessanterweise konnte der Einfluss von ROI beim „killing“ von C. albicans durch 
Granulozyten nach Zugabe von Glutathion und DPI nachgewiesen werden (Mezger et al., 
2008). In diesem Zusammenhang werden alternative Signaltransduktionswege zur 
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Aktivierung des „oxidative burst“ in neutrophilen Granulozyten diskutiert, da der 
inhibitorische Effekt von Glutathion und DPI nur bei PMA (Phorbolmyristat) stimulierten 
neutrophilen Granulozyten beobachtet wurde. Ohne Vorstimulation mit PMA wurden die C. 
albicans Hyphen ebenfalls bis zu einer Überlebensrate von 50% abgetötet, die Zugabe von 
Glutathion und DPI hatte jedoch keinen Effekt (Wozniok et al., 2008). Da in dem 
Konfrontationsassay von A. fumigatus Hyphen mit PMA vorstimulierten, neutrophilen 
Granulozyten die Zugabe von Glutathion und DPI keinen Effekt auf die Überlebensrate der 
Pilze hatte, scheinen ROI weder beim Abtöten von A. fumigatus Hyphen durch neutrophile 
Granulozyten noch bei der Aktivierung anderer Abwehrmechanismen eine wichtige Rolle zu 
spielen.  
 
Granulozyten produzieren bei Pathogenerkennung nicht nur ROI sondern auch NO Radikale 
und Defensine. Ausserdem sind sie in der Lage, „nuclear extracellular traps“ (NETs) zu 
bilden, um Pathogene für das Immunsystem zu markieren und sie zu schädigen. Der NETs 
Bildung geht eine selbstinduzierte Lyse voraus, wonach das Pathogen mit DNA-Protein 
Fäden aus dem geplatzen Neutrophilen „markiert“ wird. Die an den DNA Strängen 
gebundenen Proteine (Histone und Granulaproteine) haben Proteasefunktion. Ausserdem 
aktivieren frei vorliegende, wirtseigene Proteine weitere Immuneffektorzellen (Urban et al., 
2006a, 2006b, Hirsch, 1958). Der Einfluss der NADPH Oxidase auf die NETs Bildung konnte 
mit Granulozyten aus CGD Patienten und Granulozyten nach Zugabe von DPI gezeigt werden 
(Brinkmann et al., 2004). Vorraussetzung für die NETs Bildung ist demnach die Induktion 
des „oxidative burst“ (Urban et al., 2006b). Granulozyten von CGD Mäusen fehlt die 
Fähigkeit, NETs bei Pathogenerkennung auszubilden. NETs Bildung konnte bei Granulozyten 
aus CGD Patienten auch nicht durch den NADPH Oxidase Aktivator Phorbolmyristat (PMA) 
induziert werden. Die Zugabe von H2O2 induzierte bei diesen Granulozyten NETs Bildung 
(Urban et al., 2006b). NETs Bildung konnte bei A. fumigatus während der 
Kernlokalisationsstudien von AfYap1 bei Koinkubation mit neutrophilen Granulozyten 
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Bei den Koinkubationsversuchen mit gesunden, 
neutrophilen Granulozyten und A. fumigatus Hyphen wurden die Granulozyten mit PMA 
vorstimuliert. Es ist daher anzunehmen, dass PMA zur Induktion des „oxidative burst“ und 
der NETs Bildung geführt hat. Da der „oxidative burst“ bei den Konfrontationsexperimenten 
von A. fumigatus und neutrophilen Granulozyten durch die Zugabe von DPI oder Glutathion 
verhindert wurde und die Hyphen trotzdem abgetötet wurden, können NETs nicht 
massgeblich an der Abwehr von A. fumigatus Hyphen beteiligt sein. Der inhibitorische 
Einfluss von DPI auf die NETs Bildung bei PMA stimulierten PMNs wurde in 
Infektionsstudien mit Staphylococcus aureus bereits gezeigt (Fuchs et al., 2007).  
Die Beobachtung, dass Katalasen auf der Oberfläche von Pathogenen vor „oxidative burst“ 
und NETs Bildung schützen (Fuchs et al., 2007) und der ∆Afyap1-Stamm ebenso durch 
Granulozyten abgetötet wurde wie der Wildtyp, obwohl dem Deletionsstamm nachweislich 
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die Katalasen fehlen, macht die Rolle von NETs in der Abwehr von A. fumigatus zusätzlich 
unwahrscheinlich.  
 
1.9 Proteomanalyse der Stressantwort von A. fumigatus nach Koinkubation mit 
neutrophilen Granulozyten.  
Um die Abwehr von A. fumigatus gegen neutrophile Granulozyten zu untersuchen, wurden 
Proteomanalysen von Hyphen durchgeführt, die mit neutrophilen Granulozyten aus gesunden 
Spendern koinkubiert wurden. Bereits 60 Minuten nach Beginn der Koinkubation waren die 
Hyphen mit Granulozyten konjugiert. Es ist anzunehmen, dass die Antwort des Pilzes auf 
PMNs daher relativ zeitnah nach Zugabe der neutrophilen Granulozyten in 2D-Gelen 
nachzuweisen ist. Die Konfrontationsversuche wurden mit neutrophilen Granulozyten aus 
fünf verschiedenen Spendern durchgeführt, um die Variabilität der Fitness der Zellen 
statistisch auszugleichen. Obwohl Neutrophile und Hyphen in immer gleichen 
Zahlenverhältnissen (1:10) miteinander koinkubiert wurden, variierte die Stressinduktionszeit 
zwischen den Versuchsreplikaten erheblich. Im Folgenden werden deshalb nur Proteine 
diskutiert, die in mehreren Versuchsreplikaten veränderte Spotvolumina aufwiesen.  
Bei Koinkubation mit Hyphen des otef-Afyap1-eGFP Stammes zeigte sich auch bei langer 
Inkubationszeit keine Kernakkumulation von AfYap1, was auf eine geringe ROI Produktion 
der PMNs unter diesen Bedingungen hindeutet. Trotzdem wurde die oxidative Stressantwort 
in Form erhöhter Spotvolumina der Thioredoxinperoxidase AspF3 und des Peroxiredoxins 
Prx1 nach der Koinkubation mit PMNs in A. fumigatus detektiert. Interessanterweise zeigte 
die Superoxiddismutase Mn Sod ein verringertes Spotvolumen nach 180 Minuten 
Stressinduktion durch PMNs. Es ist daher anzunehmen, dass bei der Konfrontation von 
neutrophilen Granulozyten mit A. fumigatus weniger Superoxidradikalanionen (O2-) als 
Peroxidradikale (O22-) gebildet werden.  
Des Weiteren wurden nach Zugabe von PMNs Erhöhungen der Proteinspotvolumina von 
Enzymen des Glyoxylatzyklus detektiert. Die Induktion des Glyoxylatzyklus weist auf die 
Verstoffwechselung von C2-Kohlenstoffquellen (z.B. Acetat aus dem Lipidabbau) hin. Die 
Stillegung des Glyoxylatzyklus durch die Deletion der Isocitratlyase führte in C. neoformans 
zur Virulenzattenuation (Lorenz & Fink, 2001). In A. fumigatus hatte die Deletion der 
Isocitratlyase keinen Effekt auf die Virulenz (Schöbel et al., 2007). Trotzdem scheint dieser 
Stoffwechselweg bei der Konfrontation mit neutrophilen Granulozyten in A. fumigatus 
aktiviert zu werden. Es kann sich hierbei auch nicht um einen Effekt durch die Inkubation in 
RPMI Medium handeln, da das Myzel zur Isolation der Referenzproteinextrakte der 2D-
Gelanalyse ebenfalls in RPMI angezogen wurde.  
Die Induktion der Enolase AspF22 nach Koinkubation mit Granulozyten konnte ebenfalls in 
2D-Gelen nachgewiesen werden. Die Enolase ist in A. fumigatus am 
Kohlenhydratstoffwechsel beteiligt. Das Homolog der Enolase in C. albicans konnte 
erfolgreich als immuninduktives Agens bei C. albicans Infektionen nachgewiesen werden 
(Denikus et al., 2005). Auch wenn der Enolase von A. fumigatus ein Sekretionssignal fehlt, 
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wurde sie bereits extrazellulär auf der Zelloberfläche nachgewiesen und wird dort vermutlich 
direkt vom Immunsystem des Wirtes erkannt (Lai et al., 2002, Denikus et al., 2005). Es ist 
denkbar, dass die gesteigerte Produktion von Enolase AspF22 in A. fumigatus bei 
Granulozytenkontakt die Erkennung der Pilzhyphen durch die Immunzellen noch verstärkt. 
Nach Koinkubation mit neutrophilen Granulozyten zeigte das CpcB Protein aus A. fumigatus 
in mehreren Versuchen ein erhöhtes Spotvolumen. Der CPC („Cross pathway control“) 
Signalweg ist in filamentösen Pilzen ein hoch konservierter Mechanismus für die 
Wahrnehmung und Reaktion auf Aminosäuremangel (Hinnebusch, 1986, Hoffmann et al, 
2001).  
Durch Phosphorylierung des Translationsinitiationsfaktors eIF2 an der alpha Untereinheit 
mittels der Sensor Kinase CpcC wird die allgemeine Translation von Genen bei 
Aminosäuremangel reprimiert. Der zu Gcn4p homologe Transkriptionsfaktor CpcA hingegen 
zeigt in A. fumigatus unter diesen Bedingungen ein erhöhtes Transkriptionslevel, wodurch 
dessen Zielgene auf transkriptioneller Ebene induziert werden. Die Deletion von cpcA führte 
in A. fumigatus zur Attenuation der Virulenz (Krappmann et al., 2004). Es konnte gezeigt 
werden, dass der CPC-Signalweg in A. fumigatus Konidien nicht aktiviert wird, wenn sie von 
Makrophagen phagozytiert wurden, da dort kein Aminosäuremangel vorliegt (Krappmann et 
al., 2004). Bei Koinkubation von C. albicans und Granulozyten wurde die Induktion des 
CPC-Wegs nach Transkriptomanalyse gezeigt (Rubin-Bejerano et al., 2003). Die Deletion des 
CpcA Homologen GCN4 führte in C. albicans zu keiner attenuierten Virulenz (Garcia-
Sanchez et al., 2004). Da es sich bei CpcB um einen Inhibitor von cpcA in A. fumigatus 
handelt, ist anzunehmen, dass auch bei der Koinkubation mit Granulozyten kein 
Aminosäuremangel von den A. fumigatus Hyphen wahrgenommen wird (Sasse et al., 2008). 
Neben CpcB zeigte auch der Translationsinitiationsfaktor eIF5A erhöhtes Spotvolumen nach 
Koinkubation mit Granulozyten. Inwiefern dieser Translationsinitiationsfaktor an der CPC 
Regulation beteiligt ist, bleibt unklar. Das erhöhte Spotvolumen lässt keine Aussage bezüglich 
der Aktivität und Modifikationen des Faktors zu, weshalb aufgrund der Induktion von CpcB 
eine Inhibition von cpcA nur spekulativ ist. 
 
Der CorA Metallionentransporter zeigte nach Koinkubation mit neutrophilen Granulozyten 
aus fast allen Spendern erhöhtes Spotvolumen in den 2D-Gelanalysen. CorA Transporter sind 
am Transport von Magnesium und Kobalt in S. cerevisiae beteiligt (Payandeh & Pai, 2006). 
Aus der Deletion des corA Gens in Salmonella enterica resultierte die Reduktion der 
Virulenz, obwohl ein weiterer Mg2+ Transporter die Funktion übernehmen konnte und kein 
Mg2+ Mangel in den Zellen detektiert wurde (Maguire, 2006). Da die Induktion des CorA 
Mg2+ Transporters mehrfach in den Koinkubationsversuchen mit Granulozyten in A. 
fumigatus detektiert wurde, könnte CorA direkt an der Antwort des Pilzes auf die 
Koinkubation mit neutrophilen Granulozyten beteiligt sein. Die Rolle des Transporters in der 
Virulenz filamentöser Pilze ist bisher ungeklärt und bedarf näheren Untersuchungen.  
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Auch die Lactoyl-Glutathionlyase (Lgl1) wurde nach Granulozytenstress mit erhöhtem 
Spotvolumen in 2 D-Gelen detektiert. Sie ist an der Detoxifizierung des toxischen 
Methylglyoxals beteiligt, das während verschiedener Stoffwechselprozesse als Nebenprodukt 
entsteht (Thornalley, 2003). Das Enzym wird als Medikamententarget gegen Krebs und einige 
Parasiten diskutiert und ist durch S-(N-hydroxy-N-methylcarbamoyl)-Glutathion inhibierbar 
(Cameron et al., 1999). Die Deletion des lgl1 Gens in Streptococcus resulierte in einem 
„sauren pH sensitiven“ Phänotyp. Die Rolle der Lgl1 während der Karriesbildung wird in 
Streptococcus diskutiert  (Korithoski et al., 2007). Die Induktion der Lactoyl-Glutathionlyase 
nach Granulozyten-Stressinduktion lässt vermuten, dass das Enzym auch an der Virulenz oder 
an der Biofilmbildung von A. fumigatus beteiligt ist.  
Neben dem viel diskutierten pathogenabtötenden Potential des „oxidative burst“ der 
neutrophilen Granulozyten könnten jedoch auch sekundäre Effekte an der Pathogenabwehr 
beteiligt sein. Es wurde nachgewiesen, dass Neutrophile in CGD Patienten noch geringe 
Mengen an ROI produzieren können (Segal et al., 2000, Dinauer et al., 2000). Es ist denkbar, 
dass diese ROI Konzentrationen ausreichen, um eine Botenstofffunktion in den PMNs 
auszuführen. Die Granula der Neutrophilen enthalten eine Vielzahl von Chitinasen und 
Proteasen, die an der Zellwand von Hyphen binden und zur Permeabilität führen (Latge, 
1999). Die sekretierten kationischen Peptide und Defensine haben ebenfalls ein hohes 
fungizides Potential (Okamoto et al., 2004). Obwohl Superoxidradikalanionen O2− eine 
antimikrobielle Wirkung aufweisen, wird die Rolle des Radikals in der Pathogenabwehr 
bezweifelt. Indem die NADPH Oxidase Elektronen auf Sauerstoff überträgt, werden auch 
Protonen vom Cytosol ins Phagolysosom transportiert, was zur Ansäuerung führt (Henderson 
& Meech, 2002). Der Kaliumeinstrom induziert durch die NADPH Oxidase führt ausserdem 
zur Aktivierung der Proteasen Elastase und Cathepsin G (Henderson & Meech, 2002). Die 
NADPH Oxidase hat also weniger die Aufgabe, ROI zu produzieren als vielmehr den K+ 
Einstrom und damit die Proteaseaktivierung zu gewährleisten. Geringe Konzentrationen an 
ROI führen zudem zur Aktivierung von Metalloproteasen in Granulozyten (Reeves et al., 
2002, Ahluwalia et al., 2004). Es konnte ausserdem gezeigt werden, dass Mäuse mit defekter 
Serinprotease und intakter NADPH Oxidase ebenso suszeptibel für Pilzinfektionen sind wie 
Nox-/- Mäuse (Henderson & Meech, 2002). Deshalb sollte den Proteasen ein wichtigerer 




2. Nitrosativer Stress in A. fumigatus. 
2.1 Analyse der nitrosativen Stressantwort von A. fumigatus.  
Die Produktion reaktiver Stickstoffradikale durch die „Nitric oxide synthase“ (iNos) ist wie 
die NADPH Oxidase durch die Cytokine INFγ, TNFα, IL1 und 2 reguliert (Fang, 1997). Es 
ist daher anzunehmen, dass beide Radikalformen gleichzeitig in infiziertem Gewebe 
vorliegen. Eine Infektion ist mit einem Anstieg der NO Konzentration im Gewebe korreliert 
(Evans et al., 1993). In Meningitis Patienten wurde eine erhöhte Expression des iNOS Gens 
(nos2) in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen (Winkler et al., 2001). Interessanterweise 
wiesen Patienten mit chronischer Granulomatose (CGD) ebenfalls eine permanent erhöhte 
nos2 Expression in diesen Immuneffektorzellen auf (Condino-Neto et al., 1993). Bei 
Induktion der iNOS wurden Konzentrationen von bis zu 4µM NO in Gewebezellen 
nachgewiesen. In uninfizierten Zellen lag die NO-Konzentration bei 0,1µM (Lirk et al., 
2002). Die Deletion der iNOS in Mäusen führte zur Hypersuszeptibilität gegen viele 
Bakterienstämme. Die Zugabe von iNOS Inhibitoren hatte demzufolge den gleichen Effekt 
(Akaike & Maeda, 2000). Auch beim Ausfall der NADPH Oxidase kann es zur Verbindung 
von NO und O2− Radikalen zu Peroxinitrit kommen, da die Xanthin-Oxidase des Wirts die 
Produktion geringer Mengen ROI gewährleistet (Swain et al., 2004). Es konnte gezeigt 
werden, dass NO-Radikale die Katalasen vieler Organismen hemmen, wodurch der Abbau 
von ROI verzögert und die Synthese von Peroxinitrit begünstigt wird (Kim et al., 1995). NO 
Radikale scheinen demnach eine wichtige Rolle in der Pathogenabwehr des Wirtes zu spielen. 
Ebenso wichtig sind folglich die NO-Detoxifizierungsmechanismen der Pathogene, die eine 
erfolgreiche Besiedelung des Wirtes anstreben.  
Die Antwort auf reaktive Stickstoffradikale (RNI) wurde in A. fumigatus durch die Zugabe 
von DETA NO untersucht. Um die NO Stress induzierende Konzentration von DETA NO für 
A. fumigatus zu ermitteln, wurden Expressionsstudien des Flavohämoglobin-Denitrosylase 
Homologen und des Nitrosoglutathionreduktase Homologen aus C. neoformans analysiert. 
Beide Proteine sind zur Detoxifizierung von NO Radikalen und für die Virulenz von C. 
neoformans essentiell (de Jesus-Berrios et al., 2003). Die Expression beider Gene wurde 
durch die Zugabe von 2,5 mM DETA NO in A. fumigatus induziert. Es ist daher 
wahrscheinlich, dass die Nitrosoglutathionreduktase Gsno1 und die Flavohämoglobin-
Denitrosylase Fhb1 auch in A. fumigatus an der Detoxifizierung von NO Radikalen beteiligt 
sind. Interessanterweise wurde nach Zugabe von DETA NO eine Repression der Expression 
des Thioredoxinperoxidasegens aspF3 und des Flavohämoproteingens fhp1 in „Northern 
blot“-Analysen beobachtet. Die Regulation der Expression dieser Gene in A. fumigatus unter 
NO Stress ist bisher noch unklar. Nach DETA NO Zugabe wurde allerdings eine 
Spotvolumenzunahme der Thioredoxinperoxidase im 2D-Gel detektiert. Es ist denkbar, dass 
die erhöhte Proteinkonzentration von AspF3 die Expression von aspF3 in einer „feedback“ 
Schleife reprimiert. Die Deletion der Thioredoxinperoxidase reduzierte die Virulenz von C. 
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neoformans im Mausinfektionsmodell (Missall et al., 2004). Es ist möglich, dass die 
Thioredoxinperoxidase in A. fumigatus an der ROI und der NO Detoxifizierung beteiligt ist. 
Neben der reduzierten Expression des fhp1 Gens unter NO-Stress wurde auch für den 
Proteinspot des Flavohämoproteins unter diesen Bedingungen ein verringertes Spotvolumen 
in der Proteomanalyse der NO Stressantwort detektiert. Die Deletion des fhp1 Gens in A. 
fumigatus führte jedoch zu einer NO sensitiven Mutante. Die Wirkungsweise des 
Flavohämoglobins in der NO-Stressantwort von A. fumigatus bedarf weiterer Experimente. 
Infektionsstudien und Koinkubationsversuche mit Immuneffektorzellen des fhp1-
Deletionsstammes im Vergleich zum A. fumigatus Wildtypstamm sollten Aufschluss über die 
Rolle des Proteins in der Infektion geben.  
RNI führten in A. fumigatus generell zur Aktivierung der oxidativen Stressantwort in Form 
erhöhter Spotvolumina der Katalasen, Superoxiddismutasen und Peroxidasen in 2D-Gelen 
nach DETA NO Zugabe. Es wurde gezeigt, dass Superoxiddismutasen gegen ROI und RNI 
schützen, da die Detoxifizierung von H2O2 die Produktion von Peroxinitrit verringert 
(Dubourdeau et al., 2006). NO-Radikale inhibieren viele Enzyme zur ROI Detoxifizierung in 
S. cerevisiae z.B. Glutathionperoxidasen, Superoxiddismutasen und Glyceraldehyd-3-P-
Dehydrogenasen, was die Induktion der Expression dieser Gene unter NO Stress in A. 
fumigatus erklärt (Fujii & Yamagata, 2000). In Proteomanalysen des DETA NO gestressten 
A. fumigatus Wildtyps wurde eine Erhöhung der Spotvolumina der Proteasen und Peptidasen 
detektiert. Proteasen werden in der Regel von Pathogenen sekretiert oder sind an der 
Zellwand assoziiert, um während der Infektion Nährstoffe aus der Umgebung zu akquirieren 
oder das Eindringen der Pilzhyphen in das Gewebe des Wirts zu erleichtern (siehe oben). 
Zudem wird ihre Rolle in der Virulenz diskutiert (Lee & Kolattukudy, 1995). Ihre Induktion 
nach Zugabe von DETA NO ist ein Hinweis auf die Rolle von NO Radikalen bei der 
Infektion von A. fumigatus.  
Die Zugabe von DETA NO führte in A. fumigatus ausserdem zur Spotvolumenzunahme der 
Malat Dehydrogenase, der Triosephosphat Isomerase, einer Alkohol Dehydrogenase und der 
Pyruvat Decarboxylase, was auf eine Modifizierung des Energiemetabolismus und der 
Bereitstellung von NADPH und ATP schliessen lässt. Interessanterweise benötigt die Pyruvat 
Decarboxylase als Kofaktor Thiamin-Pyrophosphat. Die Thiaminbiosynthese wurde ebenfalls 
durch ROI und NO Radikale induziert. Vitamine (Thiamin) schützen die Zelle aber auch 
generell gegen ROI und RNI vermittelte Zellschäden, da sie „scavenger“ Funktion ausüben 
(Jamieson, 1998).  
Proteinspots der Ubiquitinylierungsmaschinerie zeigten unter NO Stress ebenfalls erhöhte 
Spotvolumina. Die Anwesenheit von NO Radikalen führt zur Bildung von Peroxinitrit. 
Peroxinitrit kann Modifizierungen an Proteinen herbeiführen, die Ubiquitinylierung 
vortäuschen, was zum Abbau des Proteins führt (Lirk et al., 2002). Aufgrund der 
Proteomdaten ist es wahrscheinlich, dass 2,5mM DETA NO bereits zur Bildung von 




Auch der Proteinspot des Hitzeschockproteins Hsp1 zeigte nach DETA NO Zugabe eine 
Erhöhung des Spotvolumens. Hsp1 wurde in A. fumigatus Infektionen als Allergen 
identifiziert (AspF12) und ist mit der Virulenz des Pilzes assoziiert (Rementeria et al., 2005, 
Pratt et al., 2004). Die Deletion von Afyap1 und Afskn7 hatte keinen Einfluss auf die 
Sensitivität von A. fumigatus gegen DETA NO auf Agarplatten. AfYap1 und AfSkn7 sind 
demnach nicht an der NO Stressantwort beteiligt. Es ist denkbar, dass das Hitzeschockprotein 
Hsp1 mit seiner Chaperonfunktion die NO Stressantwort von A. fumigatus moduliert und so 
eine Rolle in der Virulenz von A. fumigatus spielt.  
 
2.2 Die Rolle von NO Radikalen bei der Abwehr von A. fumigatus durch 
Immuneffektorzellen.  
In Koinkubationsexperimenten mit Makrophagen und A. fumigatus Konidien hatte die Zugabe 
des iNOS Inhibitors L-NAME keinen Einfluss auf die Sterberate der Konidien (siehe oben). 
NO-Radikale sind demnach nicht an der Abwehr von A. fumigatus Konidien durch 
Makrophagen beteiligt.  
Bei der Koinkubation von A. fumigatus Hyphen mit Granulozyten ist der Effekt der Zugabe 
von L-NAME auf die Abtötungsrate des Pilzes fraglich. Bei neun Versuchswiederholungen 
konnte für die Zugabe von L-NAME in fünf Versuchen eine Reduktion der Abtötungsrate der 
A. fumigatus Hyphen beobachtet werden. Die Inhalation von L-NAME vor der Infektion mit 
C. albicans reduzierte die Infektionsrate von Mäusen dramatisch (Nagata et al., 2003, Ohsugi 
et al., 2007). Eine Rolle von NO-Radikalen bei der Abwehr von C. albicans Infektionen wird 
daher diskutiert. Die spezielle NO Stressantwort durch das Flavohämoglobin Fhb1 und die 
Nitrosoglutathionreduktase Gsno1 wurde in Proteomanalysen von A. fumigatus Hyphen nach 
Koinkubation mit neutrophilen Granulozyten jedoch nicht detektiert. Interessanterweise 
bindet Nitrosoglutathion auch an der Glutathionreduktase und hemmt sie dadurch kompetitiv 
(Lirk et al., 2002). Eine Induktion der Nitrosoglutathionreduktase hätte demnach die 
Detoxifizierung von Nitrosoglutathion zur Folge, wodurch die Glutathionreduktase wieder 
aktiviert würde. Die Expression des Glutathionreduktasegens glr1 war kurzzeitig und parallel 
zur Expression des Nitrosoglutathionreduktasegens gsno1 nach DETA NO Zugabe induziert. 
Der inhibitorische Einfluss einer hohen Nitrosoglutathionkonzentration auf die Aktivität der 
Glutathionreduktase ist nach den vorliegenden Versuchsergebnissen auch in A. fumigatus 
denkbar.  In C. neoformans waren die Expression des Thioredoxinperoxidasegens und des 
Glutathionreduktasegens nach NO Stress induziert (Missall & Lodge, 2005). Eine Deletion 
des Glutathionreduktasegens führte zu einem NO hypersensitiven, avirulenten C. neoformans 
Stamm (de Jesus-Berrios et al., 2003). Die Beteiligung der Glutathionreduktase von A. 
fumigatus an der Detoxifizierung von NO Radikalen ist ebenfalls denkbar.  
Um die Rolle von NO Radikalen bei der Abwehr von Immuneffektorzellen und bei der 
Infektion durch A. fumigatus weiter aufzuklären, wäre es möglich, die NO-Konzentration in 
infizierten Geweben mit Hilfe eines sensitiven Nitrit-assays nachzuweisen (Lane et al., 1994). 
Geringe NO Konzentrationen können auch mit Hilfe des „Gries-Reagenz“ bei einer 
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Wellenlänge von 543nm im Photometer bestimmt werden (Green et al., 1982). Auf der 
anderen Seite sollten schon Expressionsstudien des NO-Synthasegens nos2 zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten der A. fumigatus Infektion Aufschluss über die Produktion von 
NO-Radikalen geben. So könnte auch die Rolle von NO Radikalen während der Koinkubation 
von A. fumigatus Hyphen mit Granulozyten untersucht werden. Infektionsversuche mit nox1-/- 
und nos2-/- Mausstämmen mit Pneumocystis zeigten die gleiche Infektionsrate wie 
Wildtypmausstämme (Swain et al., 2004). Folglich variiert die Rolle der NADPH Oxidase 
und der NO Synthase bei der Infektion unterschiedlicher Pathogene und muss für jedes 
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Tabelle 1 Anhang   
H2O2 regulierte Proteine im A. fumigatus Wildtypstamm.  
 
            H2O2 Regulation 
                               Accession-nr.          Protein              Spot Nr.  MS/    total      pI/MW 
         15    45min                              Mascot  Seq.cov. 
    Antioxidative 
Proteine 
    
1 +4,3 +10,3 gi|70984685 Allergen Asp F3 2480 119,0 53,0 5,7/18,5 
2 +2,1 +3,7 gi|70994244 Peroxiredoxin Prx1 2249 97,9 54,0 5,3/23,4 
3 +2,0 -2,0 gi|70994134 Cytochrome C Perox. 1980 97,0 35,5 9,2/40,4 
4 +2,7 +1,2 gi|70997966 Cu/Zn Sod 5366 122,0 75,3 5,8/16,4 
5 - +1,3 gi|70986104 Katalase Cat1 634 176,0 29,3 5,4/79,9 
    Hitzeschock     
6 +1,8 +2,5 gi|70998901 30 kDa Hitzeschock 2239 74,5 51,5 6,1/20,5 
    Proteasen     
7 +1,2 -2,0 gi|70994510 Zn-abh.Protease  1221 91,6 17,5 5,3/118,5 
    Translation     
8 +1,0 -1,6 gi|70994928 Transl. Initiationsf. 2112 159,0 61,5 5,9/41,6 
    Pentose-P-Zyklus     
9 +2,1 +2,1 gi|70995930 Transketolase TktA 813 192,0 42,5 6,1/74,8 
10 +2,3 -1,0 gi|70997968 Transaldolase 4993 204,0 60,8 6,0/35,4 
    Glykolyse     
11 +1,9 +2,3 gi|70985278 Glycerald.-3-P-DH 1777 87,9 40,5 7,7/36,3 
12 +1,7 +3,2 gi|70991192 Pyruvat-DH α UE 1400 154,0 57,3 6,4/41,5 
 
   
Fettsäure oder 
Lipidmetabolismus 
    
13 +1,0 -2,1 gi|70998574 Zn-abh. Alkohol-DH 1747 118,0 59,4 8,7/37,2 
14 +1,2 +1,6 gi|70983360 CoA Acetyltrans. 1481 105,0 46,5 6,5/40,9 
    Polyaminweg     
15 +2,9 +1,3 gi|70995928 Spermidinsynthase 5053 67,8 32,8 5,2/33,4 
    Aminosäuremetab.     
16 -2,0 -2,0 gi|14632388 Glutaminsynthetase 1558 74,5 22,1 5,4/39,9 
17 -1,2 -2,2 gi|70998466 Carbamoyl-P-synth. 1466 101,0 46,6 6,7/49,3 
18 +1,0 +1,9 gi|70995231 Adenosylhomo. 1382 222,0 43,9 5,8/48,5 
    Zytoskelettaufbau     
19 -3,1 -1,3 gi|70985226
  
Aktin Interaktion 2 1094 86,5 46,4 5,8/63,1 
20 -1,8 +1,1 gi|15625248 β-Tubulin 4688 112,0 56,1 6,044,7 
21 -1,7 -1,5 gi|70987216 Topomyosin   5285 83,9 53,9 4,8/17,9 
Anhang 
    Regulatorische 
Proteine 
    
22 +2,2 +1,2 gi|70989229 14-3-3 Fam. Protein  4978 132,0 52,9 4,6/29,1 
    Kofaktorsynthese     
23 +1,1 +2,0 gi|70985178 Thiaminbios. Nmt1 1696 178,0 57,9 5,9/38,8 
    Purine und 
Pyrimidinsynthese 
    
24 +1,2 +3,4 gi|70982225 P-ribosyltransferase 387 71,8 49,1 4,7/19,5 
25 +1,8 +1,4 gi|70983336 Alanyl tRNA Synth. 282 75,5 19,4 6,0/113,6 
    Andere Proteine     
26 +2,3 +6,2 gi|70985948 GMC Oxidoreduktase 2108 162,0 39,6 7,4/72,1 
27 -1,1 -2,1 gi|70982732 NAD abh. DH 1144 137,0 42,4 9,7/49,6 
28 -2,1 -2,3 gi|70982442 UGP1 1133 146,0 43,2 6,4/56,6 
         
+/- bezeichnet die Veränderung des relativen Spotvolumens nach 15 bzw. 45 Minuten H2O2 
Stress im Vergleich zu T0.  
Anhang 
Tabelle 2 Anhang  
Proteomanalyse des Wildtyps im Vergleich zum ∆Afyap1 Stamm nach 45 Minuten 2mM 














   Antioxidative Prot.    
2331 -2,01 gi|70984685 Allergen AspF3 105,0 53,0 5,2/18,5 
1942 -2,81   119,0 53,0 5,2/18,5 
2098 +1,51   107,0 63,7 5,2/18,5 
2177 +1,47   89,2 39,9 5,2/18,5 
1712 +1,99 gi|70983971 Mitoch. Perox. Prx1 97,0 40,1 9,8/29,6 
1877 +2,33 gi|70994244 Mitoch. Perox. Prx1 116,0 62,0 5,3/23,4 
1901 -2,31 gi|70994244 Mitoch. Perox. Prx1 112,0 51,2 5,3/23,4 
1457 -1,43 gi|70994134 Cytochrom C perox.  142,0 35,8 9,2/40,4 
309 +1,3 gi|70986104 Katalase cat1 155,0 24,2 5,4/79,9 
394 -2,01 gi|70986104 Katalase cat1 116,0 17,9 5,4/79,9 
560 -2,02 gi|70983023 Katalase Cat2 191,0 32,9 6,1/83,7 
1337 +2,27 gi|70981999 Flavohämoprotein 60,18 3,6 5,7/45,6 
       
   
Hitzeschockprot.    
638 -1,75 gi|70983346 HSP-70 HscA 257,0 55,2 5,2/66,9 
115 -1,68 gi|70995752 Hsp70 - Hsp88 129,0 21,7 4,9/80,0 
2013  -1,29 gi|70998901 30kDa Hitzeschock 72,6 41,7 6,1/20,5 
1999 -1,67      
1645 -2,17 gi|70991381 Hitzeschock, Klasse I   69,8 31,1 5,0/21,6 
1731 +1,88   77,4 64,8 5,0/21,6 
1793 -2,01   68,1 21,8 5,0/21,6 
       
   
Transkription/Transla
tion 
   
202 -2,22 gi|70986914 Elongationsf. EF-3 159,0 36,9 5,8/117,7 
1952 -4,79 gi|70996650 Elongationsfaktor-1 γ 61,9 39,1 6,0/24,4 
2095 -2,91 gi|70990614 
Eukaryotischer 
Initiationsfaktor 5A 
60,1 32,3 5,5/21,2 
1586 -2,02 gi|70993368 Histondemethylase   44,1 12,1 6,7/119,0 
       
   
Glykolyse/Pyruvatmet
abolismus 
   
1257 +1,27 gi|70985278 Glycerald. 3-P DH  111,0 46,4 7,7/36,3 
659 +1,6 gi|70999438   PgmA 164,0 35,5 6,3/60,5 
845 +1,47   161,0 35,7 6,3/60,5 
868 -1,67   152,0 38,2 6,3/60,5 
967 +2,36 gi|70991192 Pyruvat DH α UE 32,9 4,9 6,4/41,5 
965 -1,71   95,7 40,8 6,4/41,5 
1168 +2,25   79,2 32,2 6,4/41,5 
       
   
Pentose-P-zyklus    
515 -2,04 gi|70995930 Transketolase TktA 192,0 42,5 6,1/74,8 
595 +1,47 gi|70995930 Transketolase TktA 192,0 42,5 6,1/74,8 
       
Anhang 
   
NADPH synthese    
1704 +3,68 gi|70990724 Alkoholdehydr.  169,0 51,1 6,2/37,8 
1239 +1,65 gi|71001436 Mannitol-1-P DH 143,0 36,6 5,6/43,0 
       
   
Proteasen    
1274 -1,57 gi|70999520 Endopeptidase Pep2 96,8 33,4 4,7/43,3 
2586 -2,46 gi|146322420 Ubiquitin UbiA 101,0 46,7 4,5/45,0 
       
   
Purin/Pyrimidinsynth
ese 
   
886 -1,51 gi|70985853 GMP Synthase 188,0 62,1 5,8/61,4 
       
   
Aminosäuresynth.    
499 -2,39 gi|70994626 Methioninsynthase 162, 0 31,4 6,3/86,8 
429 -2,16   186,0 40,6 6,3/86,8 
1076 -1,82 gi|71001796 Aminotransferase 111,0 21,4 9,6/52,6 
1135 +1,58 gi|146323885 Glutaminsynthetase   74,5 22,1 5,4/39,9 
1126 -1,36   48,8 4,2 5,4/39,9 
       
   
Nicht klassifizierte 
Proteine 
   
2134 -2,01 gi|70996869 Hypoth.  Protein  111,0 74,4 4,7/25,4 
734 +1,71 gi|70982442 UGP1   146,0 43,2 6,4/56,9 
738 -2,11   164,0 55,4 6,4/56,9 
736 -2,03   158,0 63,0 6,4/56,9 
906 +1,57   120,0 46,8 6,4/56,9 
983 -1,84   96,7 38,7 6,4/56,9 
1688 -1,54 gi|70985777 Hypoth. Protein    99,6 34,7 5,0/27,9 
1979 -2,25 gi|70997834 P-Nitroreduktase  72,0 40,1 5,6/24,3 
194 -1,79 gi|70993478 PH Domänen Protein 108,0 22,0 4,9/57,0 
2415 -1,85 gi|71000343 cis trans Isomerase 94,5 52,8 9,0/17,7 
2504 -1,46 gi|70995183 Hypoth. Protein 57,9 70,4 5,9/9,2 
1023 +2,27 gi|70991609 GDP-Mannose-P 47,0 2,9 5,9/58,4 
2218 +1,66 gi|70997699 Cofilin 104,0 11,0 5,4/17,0 
826 +1,55 gi|71000525 Sirohämsynthase 121,0 60,5 6,1/61,4 
970 -3,03 gi|70986973 Septin AspB 78,0 19,9 5,9/59,3 
+/- zeigt die Veränderung der relativen Spotvolumenintensität beim Vergleich Wildtyp (2mM 
H2O2) gegen ∆Afyap1 Stamm (2mM H2O2) an.  
 
Anhang 
Tabelle 3 Anhang 
Sektretom von A. fumigatus nach Diamidinduktion. 




















 Antioxidative Prot.    
12 +1,27 +1,16 gi 2431866 Katalase Cat1 161,0 38,3 5,4/79,9 
13 +1,85 +1,06 gi 2431866 Katalase Cat1 98,3 23,4 5,4/79,9 
14 +1,85 +1,14 gi 2431866 Katalase Cat1 150,0 39,1 5,4/79,9 
7 +1,32 +2,06 gi 2431866 Katalase cat1 161,0 35,3 5,4/79,9 
10 +2,27 -1,59 gi 70983023 Katalase cat2 191,0 32,9 6,1/83,7 
71 +1,01 -1,11 gi 70993650 Mn SOD (SodB) 76,9 47,9 9,4/25,1 
72 +1,12 -1,07 gi 70993650 Mn SOD (SodB) 98,8 84,3 9,4/25,1 
82 +1,47 +15,8 gi 70993650 Mn SOD (sodB) 95,8 40,2 9,4/25,1 
84 +1,82 +1,33 gi 17426133 Cu/Zn SOD 115,6 49,7 5,8/15,9 
85 +1,10 +1,25 gi 17426133 Cu/Zn SOD 67,1 49,7 5,8/15,9 
77 +1,60 +2,2 gi 70995928 Spermidinsynthase 111,0 32,8 5,2/33,4 
     
   
  
 
 Proteasen    
2 +1,53   gi 70994076 Endopeptidase AP3 61,97 2,8 5,5/67,8 
31 +1,44 -1,27 gi 71000273 Proteasom Rpt1 276,0 50,6 8,6/48,9 
4 +1,14   gi 2340046 Peptidyl-Peptidase 49,7 11,0 5,5/79,6 
5 +1,01 +1,18 gi 2340046 Peptidyl-Peptidase 79,0 21,1 5,5/79,6 
6 +1,21 +1,13 gi 2340046 Peptidyl-Peptidase 138,0 33,7 5,5/79,6 
48 +1,28 +1,46 gi 70993508 Serine Protease Alp1 58,4 25,6 6,3/42,2 
49 +1,08 +1,50 gi 384177 alkaline Protease 76,11 7,2 6,6/42,1 
50 +1,06 +1,50 gi 384177 alkaline Protease 61,37 3,0 6,6/42,1 
15 -1,03   gi 70985761 Aminopeptidase Y 51,31 2,3 5,4/86,4 
33 +1,74 +1,26 gi 70999544 V Chitinase 72,6 30,4 5,1/43,6 
56 +1,1 +1,10 gi 70985687 Zellwandglucanase 72,9 26,9 4,8/44,6 
30 +1,03 +1,57 gi 70996472 α Glucosidase B 118,0 24,9 6,0/98,8 
23 +1,06 +1,09 gi 70996140 α-Mannosidase 109,3 46,5 5,0/53,8 
24 +1,06 +1,39 gi 70996140 α-Mannosidase 71,62 52,9 5,0/53,8 
32 +1,46 +1,84 gi 70993214 β-N-Acetylhexoaminid. 63,4 28,0 5,0/36,7 
89 +4,85 -1,19 gi 1220098 Hämolysin 72,9 67,2 5,1/14,3 
90 +4,04 +3,17 gi 70997691 Ubi-cyto. C Reduktase 59,8 25,8 10/32,6 
91 +2,49 -1,89 gi 1220098 Hämolysin 47,9 67,2 5,1/14,3 
92 +2,49   gi 1220098 Hämolysin 47,9 67,2 5,1/14,3 
     
   
    
Aminosäuresynthese    
3 -1,27   gi 71000415 Glutaminase A 79,0 33,1 4,6/76,1 
     
   
    
Glykolyse/NADPH    
21 +1,43 -1,07 gi 70999438 Phosphoglukomutase 66,8 24,3 6,3/60,5 
34 +1,08 -1,09 gi 71001436 Mannitol-1-P-DH 122,0 37,6 5,6/43,0 
35 +1,76 -1,12 gi 70984134 Format DH 50,60 12,0 9,2/45,7 
45 +2,19 +2,93 gi 70986899 Malat DH 148,0 48,8 9,5/35,9 
25 +1,14 +1,36 gi 70991443 Enolase 118,0 51,6 5,3/47,3 
41 -9,58 +9,87 gi 709979 Transaldolase 122,0 34,6 6,0/35,4 
28 +4,58 +1,66 gi 70988990 Dihydrolipoamid-DH 132,0 48,1 9,1/54,9 
64 +1,49 -1,43 gi 70997109 Triose P Isomerase 127,0 58,6 5,8/28,1 
Anhang 
65 -4,20 +13,21 gi 70997109 Triose P Isomerase 79,5 25,4 5,8/28,1 
     
   
    
Unklassifizierte     
11 +1,24 +2,47 gi 70994626 S-Methyltransferase 133,0 27,5 6,3/86,8 
42 -1,19 -1,11 gi 70993334 Guanin- binde Prot. 176,0 65,2 6,1/35,0 
61 -1,13 +1,69 gi 70993334 Guanin- binde Prot. 50,2 29,7 6,1/35,0 
62 +1,64 +1,154 gi 70993334 Guanin- binde Prot. 87,6 29,7 6,1/35,0 
19 +1,11 -1,07 gi 70985948 GMC Oxidoreduktase 162,0 39,6 7,4/72,1 
26 +1,14   gi 70985799 FAD abh. Oxygenase 71,6 19,5 6,6/55,0 
27 +1,24 +1,88 gi 70985799 FAD abh. Oxygenase 95,6 33,5 6,6/55,0 
40 -1,11 -1,98 gi 70994238 Regucalcin 65,9 31,3 5,4/31,3 
44 +1,08 +8,93 gi 71000943 Prot. Afu2g08170 68,2 37,3 6,8/46,4 
52 +1,15 -1,59 gi 70990626 Prot. Afu1g04130 135,0 52,3 7,2/46,4 
53 +1,63 -1,0 gi 70990626 Afu1g04130 75,8 3,6 7,2/46,4 
57 -1,27 -1,19 gi 70990626 Afu1g04130 109,0 48,0 7,2/46,4 
58 +1,42 +1,44 gi 70990626 Afu1g04130 74,8 40,1 7,2/46,4 
59 -1,00 -1,27 gi 70990626 Afu1g04130 78,37 3,6 7,2/46,4 
60 +1,39 -1,03 gi 70990626 Afu1g04130 55,18 3,6 7,2/46,4 
63 +1,51   gi 70992943 Dehalogenase 105,0 46,8 6,2/26,7 
87 -1,07 -2,75 gi 71001828 Allergen AspF13 77,67 11,2 4,5/15,9 
66 +1,38 +1,19 gi 2879890 rAspF9 73,6 45,4 4,5/32,3 
67 +1,38 +1,19 gi 2879890 rAspF9 55,2 34,1 4,5/32,3 
69 +1,74 +38,8 gi 70994880 Initiationfaktor Gcn20 83,9 26,1 6,1/83,3 
75 +1,37 -1,4 gi 70985388 Hypoth. Protein 56,18 7,8 4,8/22,0 
76 -1,69 +1,0 gi 70988980 cis trans Isomerase 60,7 27,6 9,0/17,7 
80 +2,59 +2,2 gi 70986268 Zellwandprotein PhiA 35,23 10,8 5,1/19,4 
83 -1,23 +2,15 gi 70985857 Afu3g01130 66,3 49,7 5,0/18,1 
86 +1,16 -1,16 gi 71000343 cis trans Isomerase 56,85 42,9 9,0/17,7 
88 +2,68 +11,77 gi 70983267 Afu8g00430 94,5 52,8 5,0/18,1 
93 +1,74 +1,52 gi 7100343 cis trans Isomerase 56,85 42,9 9,0/17,7 
94 +1,27 +1,36 gi 7100343 cis trans Isomerase 94,5 52,8 9,0/17,7 
97 +3,14 +10,7 gi 85103549 Pyrophos. Synthetase 61,9 29,4 4,9/40,3 
+/- gibt die Veränderung der relativen Spotvolumenintensität an.  
 
Anhang 
Tabelle 4 Anhang 
Proteomveränderung nach 60 Minuten 2,5mM DETA NO Stress im A. fumigatus 
Wildtypstamm. 
 Regulation Accession Protein    
 
  
Antioxidative Proteine Mascot Seq.cov pI/MW 
580 +1,53 gi|2431866 Katalase  230,0 35,9 5,4/79,9 
590 +1,97 gi|2431866 Katalase  115,0 27,5 5,4/79,9 
614 +1,55 gi|70983023 bifunktionale Katalase Cat2  196,0 28,9 6,1/83,7 
829 +1,73 gi|70986104 Myzeliale Katalase Cat1  188,0 24,7 5,4/79,9 
885 +1,56 gi|70983023 bifunktionale Katalase Cat2  141,0 31,5 6,1/83,7 
2121 +1,68 gi|70994244 Mitoch. Peroxiredoxin Prx1  116,0 62,0 5,3/23,4 
2112 +1,58 gi|70994244 Mitoch. Peroxiredoxin Prx1  112,0 51,2 5,3/23,4 
1951 +1,52 gi|70993650 Mn Superoxiddismutase SodB  98,8 84,3 9,4/25,1 
2337 +3,92 gi|70996138 Mn Superoxiddismutase MnSOD  161,15 11,4 7,8/23,4 
2308 +2,07 gi|71001902 Cytochrom C Oxidase Polypeptide Vib  66,6 60,4 7,7/10,9 
2405 -1,58 gi|146322777 Cytochrom C UE Vb 78,1 57,1 6,2/21,5 
2028 +1,69 gi|70995928 Spermidinsynthase  67,8 32,8 5,2/33,4 
1275 -2,01 gi|50788082 Flavohämoglobin  152,0 61,5 5,7/45,4 
1414 +1,58 gi|70985178 Thiaminbiosyntheseprotein (Nmt1)  126,0 53,2 5,9/38,3 
1602 +1,59 gi|70985178 Thiaminbiosyntheseprotein (Nmt1)  178,0 57,9 5,9/38,3 
1687 -2,47 gi|70985178 Thiaminbiosyntheseprotein (Nmt1) 107,0 43,0 5,9/38,3 
228 +1,54 gi|70984840 Allergen Mod-E/Hsp90/Hsp1  149,0 28,3 4,8/80,6 
674 +2,76 gi|70984840 Allergen Mod-E/Hsp90/Hsp1  53,4 17,0 4,8/80,6 
750 -1,45 gi|71001294 Mitoch. Hsp70 Chaperon (Ssc70)  240,0 53,6 6,0/74,4 
2019 +1,59 gi|71001910 Mitoch. Ko-Chaperon GrpE  97,0 36,4 8,9/28,4 
867 +1,49 gi|70982394 AIF-like mitoch. Oxidoreduktase (Nfrl) 105,0 36,2 8,6/59,8 
    
   
 
  
Glykolyse/Pyruvatm./NADPH    
1647 +1,67 gi|70998574 Alkoholdehydrogenase  118,0 59,4 8,7/37,2 
1694 -1,44 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase 127,0 45,6 7,8/37,5 
2402 +2,4 gi|71001496 Alkoholdehydrogenase 56,9 19,1 6,4/37,6 
1698 +1,95 gi|70990724 Alkoholdehydrogenase  122,0 58,0 6,2/37,8 
1856 +1,84 gi|70990724 Alkoholdehydrogenase  169,0 51,1 6,2/37,8 
2077 +3,01 gi|70994214 „kurze“ Dehydrogenase  70,8 22,0 5,1/30,9 
2096 +1,56 gi|70983638 Mitoch. ATPase UE ATP4 90,2 22,3 9,8/29,7 
2413 +4,34 gi|71001516 Acyl CoA Bindeprotein   80,0 42,4 5,7/17,3 
888 -1,44 gi|70999590 Pyruvatdecarboxylase PdcA  154,0 45,5 6,1/63,0 
889 +1,43 gi|70999590 Pyruvatdecarboxylase PdcA 213,0 59,9 6,1/63,0 
415 +1,47 gi|70991821 β Glucosidase  61,1 11,3 5,6/95,9 
1070 +1,46 gi|70994240 Aldehyd-dehydrogenase  165,0 46,5 6,5/60,0 
1296 +1,59 gi|70994240 Aldehyd-dehydrogenase 179,0 43,1 6,5/60,0 
1322 +1,61 gi|70992355 Aldehyd-Dehydrogenase AldA  114,0 28,4 6,3/60,9 
1331 +1,41 gi|70992355 Aldehyd-Dehydrogenase AldA 147,0 36,7 6,3/60,9 
755 +1,49 gi|70985198 ATP Synthase kat. UE A  164,0 41,1 5,8/74,9 
678 +1,55 gi|70997109 Triosephosphatisomerase 89,4 41,0 5,8/28,1 
    
   
 
  
Translationsmaschinerie    
2674 +1,77 gi|71000597 Translationsinitiationfaktor SUI1  127,0 36,8 6,5/35,2 
1554 -2,03 gi|146322600 
Eukar. Translationselongationsfaktor 
1, Eef1β UE 
93,9 44,5 4,3/25,2 
895 +1,48 gi|71002010 
Translationsinitiationselongationsfaktor 
EF-2 UE 
98,4 14,9 6,5/93,1 
1139 +1,5 gi|70984206 
Translationselongationsfaktor eEF-1 
UE γ 
139,0 39,2 7,8/54,1 
Anhang 
508 +1,68 gi|70990924 Phenylalanyl-tRNA Synthetase, β UE  67,7 8,5 5,4/67,8 
    
   
    
   
 
  
Proteasen/Proteinabbau    
440 +2,96 gi|2340046 sekretierte Dipeptidylpeptidase  61,6 11,0 5,5/79,6 
2310 +2,26 gi|70984657 Ubiquitin konjugiertes Enzym (UbcM)  93,6 38,3 6,1/17 
2255 +1,52 gi|70991377 Proteasom- Protein Pre4  41,5 20,0 6,9/28,8 
2696 +1,44 gi|70991228 Ubiquitin C-terminal Hydrolase 32,9 7,9 9,3/95,4 
1663 +1,53 gi|70999520 Aspart. Endopeptidase Pep2  96,8 33,4 4,7/43,3 
1986 +1,67 gi|70984070 Malat Dehydrogenase  88,6 43,6 7,6/34,8 
2365 +1,39 gi|70997972 Autophagie-Serinprotease Alp2  16,4 19,1 9,4/22,2 
    
   
   
Signaltransduktions    
1182 +1,57 gi|70993224 MAP kinase MpkA  72,4 27,8 5,5/48,4 
1145 +1,44 gi|71000535 Phosphoserinephosphatase  103,0 47,8 5,5/51,8 
    
   
 
  
Fettsäuremetabolismus    
910 +1,47 gi|71001286 Fettsäureaktivator Faa4 168,0 31,4 7,1/76,7 
642 +1,65 gi|71001286 Fettsäureaktivator Faa4 168,0 37,2 7,1/76,7 
646 +1,45 gi|71001286 Fettsäureaktivator Faa4 116,0 23,2 7,1/76,7 
    
   
   
Zytoskelett    
1049 +1,57 gi|70990312 Tubulin α-1 UE  94,9 47,8 4,8/50 
2407 +1,51 gi|71001050 
„trafficking protein particle complex“ 
UE 2/Sedlin 
61,2 41,7 9,3/20,4 
    
   
 
  
Apoptose    
1217 +1,56 gi|103060424 Metacaspase CasA  110,0 43,3 7,1/45,2 
1455 +1,57 gi|146322507 Metacaspase CasA  146,0 38,5 9,3/55,1 
    
   
   
Unklassifizierte Proteine    
2267 +1,71 gi|70984753 Dienelactonhydrolase  93,8 19,9 9,6/35 
2716 +1,96 gi|70995410 Mago Nashi Protein  60,0 28,6 6,5/17,9 
1061 -2,65 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 144,0 55,2 6,4/56,9 
850 +1,95 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 151,0 56,2 6,4/56,9 
1086 +1,45 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 97,1 26,6 6,4/56,9 
1101 +1,37 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 97,9 38,7 6,4/56,9 
1297 +1,44 gi|70982442 UTP-Glc-1-P Uridylyltransferase Ugp1 165 52,1 6,4/56,9 
1919 +1,38 gi|70985522 GNAT fam. Acetyltransferase  98,8 64,1 5,1/29 
1929 +1,57 gi|70985300 ARP2/3 Komplex UE Arc18  97,2 40,2 6,4/21,1 
1962 +1,74 gi|70985777 Kon. hypoth. Protein  97,1 41,5 5,0/27,9 
1463 +3,06 gi|146322542 UPF0160 Protein MYG1 97,6 37,4 5,8/40 
2209 +1,62 gi|70981925 Profilin Pfy1  121,0 14,7 5,9/14,5 
1975 +1,51 gi|70998160 HAD Hydrolase  72,0 31,6 4,8/27,3 
2149 +1,56 gi|70991116 
“high expression lethality protein 
Hel10”  
50,3 38,6 6,4/21,8 
2569 +2,01 gi|71000106 Kon. hypoth. Protein 54,1 40,9 9,8/14,9 
2604 +3,16 gi|70996827 Hypoth. Protein AFUA_5G14890  50,1 29,5 10,2/14,6 
2667 +2,42 gi|146322779 Kon. hypoth. Protein  28,9 20,9 4,6/19,8 
2379 +1,48 gi|146324125 Woronin body Protein HexA 71,8 20,5 9,3/61,4 
1295 +1,45 gi|146324125 Woronin body Protein HexA  125,0 39,5 9,3/61,4 
924 +1,99 gi|70991353 Glucosamin-Frc-6-P Aminotransferase 199,0 36,5 6,2/77,2 
658 +1,51 gi|70991353 Glucosamin-Frc-6-P Aminotransferase  133,0 42,9 6,2/77,2 
690 +2,50 gi|70987222 Aminoxidase  167,0 29,6 6,7/80 
1940 +2,17 gi|70990336 ARP2/3 complex 34 kDa UE 86,9 22,2 6,4/36,9 
Anhang 
2222 +2,62 gi|70981668 “CorA family metal ion transporter”  45,6 18,0 6,1/45,1 
2233 +1,41 gi|70985777 Kon. hypoth. Protein  97,3 47,6 5,0/27,9 
2334 +2,41 gi|70991807 Mitoch. Protein  161,0 64,0 9,5/27,3 
2380 +3,06 gi|70990684 Kon. hypoth. Protein  39,9 13,2 10,2/45,8 
2624 +1,57 gi|146322763 Kon. hypoth. Protein  42,7 19,6 6,9/39,5 
2525 +3,02 gi|70992495 FKBP-type Peptidyl-Prolyl Isomerase  69,8 45,5 7,5/12,1 
1586 +1,53 gi|70994660 Ornithine Carbamoyltransferase  97,1 30,5 8,9/40,1 
    
   
+/- gibt die Veränderung der relativen Spotvolumenintensität beim Vergleich Wildtyp T0 
gegen T60 (2,5mM DETA NO) an. Spotveränderungen von über zweifacher 
Standardabweichung wurden als signifikant betrachtet.  
 
Anhang 
Tabelle 5 Anhang 
In 2D-Gelen identifizierte A. fumigatus Proteine und ihre Regulation nach der 
Konfrontation mit PMNs. 
1       
 






Protein Mascot Seq.cov. pI/MW 
392 +1,59 gi|70992645 
mitochondriale 
Aconitathydratase  
45,5 6,6 6,3/85,5 
590 +2,03 gi|70984170 actin Act1  71,9 22,6 5,9/43,9 
702 +2,08 gi|70997705 ATP synthase F1, β UE 276,0 71,0 5,2/55,6 
728 +1,65 gi|70988960 Monooxygenase, putativ 35,4 17,2 6,1/48,6 
971 -1,93 gi|70991527 NmrA-like family Protein  29,0 4,6 6,3/35,4 
1350 +1,63 gi|70997968 Transaldolase  204,0 60,8 6,0/34,4 
2183 +1,64 gi|70990900 40S ribosomal protein S12  60,9 34,0 5,1/15,7 
2223 -2,41 gi|119472505 hypoth. Prot. Neosartorya  32,8 18,6 6,0/28,4 
2437 -2,50 gi|145235469 Hypoth. Prot. An03g05020  53,5 21,2 11/34,2 
2487 +7,53 gi|70981456 Feruloylesterase, putativ 42,7 18,4 5,8/57,6 
2538 +1,89 gi|70997942 Calcineurin katalyt. UE  44,8 16,7 5,5/63,8 
    
   
2 
   
   
558 -2,64 gi|70986458 Coenzyme A Transferase 37,4 14,6 7,7/56,1 
1202 +1,50 gi|70985278 GpdA  111,0 46,4 7,7/36,3 
1215 -2,24 gi|113212 ACT1_ABSGL Actin-1 54,9 7,9 5,2/15,7 
1220 +1,52 gi|70991497 Autophagie Protein Apg5 48,9 23,6 5,9/36,1 
1409 -3,29 gi|70982512 Cap binde Protein  52,2 20,9 5,5/30,1 
2046 +1,96 gi|70984685 Allergen Asp F3  62,7 39,9 5,2/18,5 
2063 +1,65 gi|70984685 Allergen Asp F3  109,0 50,6 5,2/18,5 
2092 3,13 gi|70993070 hypoth. Protein  34,9 14,4 6,6/49,4 
2146 +1,52 gi|70990614 Eukar. Faktor eIF-5A  60,1 32,3 5,5/21,2 
290 +1,52 gi|70994626 Methioninsynthase MetH/D  76,5 30,7 6,3/86,8 
318 +1,59 gi|70992645 Aconitathydratase,  45,5 6,6 6,3/85,5 
1157 +1,60 gi|70999466 Fructose-bis-P-aldolase 122,0 43,1 5,5/39,8 
1332 +1,74 gi|70986899 Malatdehydrogenase 106,0 34,4 9,5/35,9 
1701 +2,00 gi|70997109 Triosephosphatisomerase  79,5 25,4 5,8/28,1 
    
   
3 
   
   
738 -2,47 gi|71001164 Protein HSP60 194,0 43,4 5,4/61,9 
1159 +1,88 gi|113277 Actin, gamma 75,9 4,3 5,6/41,6 
1559 -1,91 gi|70986899 Malatdehydrogenase 148,0 48,8 9,5/35,9 
1941 +1,67 gi|70994244 Peroxiredoxin Prx1  112,0 51,2 5,3/23,5 
2612 +3,07 gi|70981456 Feruloylesterase, putativ 42,7 18,4 5,8/57,6 
971 -1,75 gi|70991443 Enolase/Allergen Asp F 22  90,6 27,4 5,3/47,3 
1055 -2,54 gi|70994774 Glutamate DH 108,0 21,4 5,7/49,3 
1073 +2,33 gi|70995281 Phosphoglyceratkinase  55,8 18,2 6,3/44,7 
1128 -2,31 gi|70984206 
Translationselongationsfakt
eEF-1 γ UE 
105,0 26,3 7,8/54,1 
1155 -1,80 gi|70984828 Citratsynthase (Cit1) 51,9 11,8 9,2/52,1 
1468 -1,68 gi|70997968 Transaldolase  122,0 34,6 6,0/35,4 
1672 +1,96 gi|67901456 Hypoth. Protein AN7715.2  48,8 18,0 6,8/44,3 
1826 +1,54 gi|146324125 Protein HexA  63,8 16,4 9,3/61,4 
1847 +1,53 gi|70998905 
Enoyl-CoA 
Hydratase/Isomerase  
43,3 25,6 8,9/31,1 
1917 -1,93 gi|70997109 Triosephosphatisomerase  79,5 25,4 5,8/28,1 
Anhang 
2414 -1,55 gi|71000343 cis-trans Isomerase 94,5 52,8 9,0/17,7 
2546 +1,88 gi|71001516 Acyl CoA Bindeprotein   56,8 42,4 5,7/17,3 
    
   
4 
   
   
465 +4,45 gi|70981668 
CorA family Metal- ion -
Transporter  
56,4 24,8 6,1/45,1 
665 +1,75 gi|71000749 Glutamatcarboxypeptidase 146,0 39,3 5,4/53,0 
738 +3,21 gi|70991443 Enolase/Allergen Asp F 22  138,0 42,5 5,3/47,3 
742 +2,52 gi|70991443 Enolase/Allergen Asp F 22  149,0 47,3 5,3/47,3 
928 +1,63 gi|70995343 S-Adenosylmethionins.  177,0 59,2 5,6/42,2 
1123 +3,14 gi|70993334 G-Protein Comlpex β CpcB  177,0 69,9 6,1/35 
1211 +2,77 gi|70993334 G-Protein Comlpex β CpcB 73,9 27,2 6,1/35 
1239 +2,41 gi|70986899 Malatdehydrogenase 106,0 34,4 9,5/35,9 
1324 +2,50 gi|146322600 
Elongationsfaktor 1 UE 
Eef1-β  
149,0 63,9 4,3/25,2 
1382 +2,68 gi|146322600 
Elongationsfaktor 1 UE 
Eef1-β 
114,0 52,4 4,3/25,2 
1548 +1,93 gi|70995380 Adenylylsulfatkinase  100,0 53,6 6,6/23,6 
1638 +1,70 gi|70994244 Peroxiredoxin Prx1  125,0 56,3 5,3/23,4 
1643 +2,59 gi|70994244 Peroxiredoxin Prx1 111,0 54,0 5,3/23,4 
1679 +1,57 gi|70988905 Konserv. Hypoth. Protein  37,0 10,3 6,1/50,3 
1715 +2,04 gi|70983638 mitochondriale ATPase  65,2 22,3 9,8/29,7 
1729 +1,97 gi|70994950 Guanylatkinase  83,9 41,2 7,7/25,5 
1766 +1,54 gi|70984364 ATP Synthase D Kette,  88,3 31,8 9,7/28,7 
1793 +2,87 gi|70995808 60S ribosomales Protein  46,8 4,9 9,1/35,5 
1812 +2,27 gi|70984685 Allergen Asp F3  77,4 46,6 5,2/18,5 
1843 +1,76 gi|70990614 
Translationsinitiationsfaktor 
eIF-5A  
54,3 32,2 5,5/21,2 
1857 +2,25 gi|70981668 
CorA family Metal- ion -
Transporter 
42,3 18,0 6,1/45,1 
1888 +2,52 gi|70981668 
CorA family Metal- ion -
Transporter, putativ 
56,4 24,8 6,1/45,1 
1899 +1,73 gi|70984591 
Polypeptid-assoz. Complex 
(NAC)  
42,6 10,2 5,2/20,5 
    
   
5 
  
    
412 -1,94 gi|70994557 
Formyltransferase/IMP 
Cyclohydrolase 
87,7 27,2 6,4/65,0 
620 -1,92 gi|146323557 Sensor Histidin Kinase 43,3 9,1 6,7/138 
713 +1,53 gi|146323452 
Rekombin. hotspot-binde 
Protein (Translin) 
32,8 21,3 5,6/26,4 
994 +2,00 gi|70984134 
Formatdehydrogenase 
AciA/Fdh  
50,6 12,0 9,2/45,7 
1043 +1,71 gi|70983454 MFS Transporter, putativ 42,8 19,4 9,4/50,7 
1077 -1,91 gi|70992617 Oxidoreductase 39 kDa UE 202,0 52,6 9,1/43,7 
1213 +2,15 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase 127,0 45,6 7,8/37,5 
1250 -1,99 gi|70992231 HAD superfamily Hydrolase  60,9 30,5 5,1/30,6 
1566 -1,96 gi|70988949 
RNA Polymerase II 
Elongationsfaktor Rtf1p  
37,6 10,2 6,3/67,8 
1659 +1,55 gi|70998901 
Hitzeschockprotein 
Hsp30/Hsp42 
44,1 16,1 6,1/20,5 
1756 -1,56 gi|70996138 
Mn Superoxiddismutase 
MnSOD  
55,6 27,6 7,8/23,4 
1914 +2,31 gi|70984591 
Nascent Polypeptid-assoz. 
Complex (NAC) 
43,8 30,6 5,2/20,5 
Anhang 
    
   
6 
  
    
489 +2,08 gi|146323966 integrales Membranprotein  39,3 27,4 7,8/18,7 
612 +2,11 gi|70983678 
Hypoth. Protein 
AFUA_8G05650 
38,3 22,8 5,7/20,3 
694 +1,93 gi|146324886 AAA family ATPase, putativ 45,0 13,5 5,2/71,7 
705 +2,29 gi|70985436 RAN GTPase (Ran) 44,4 16,0 9,0/53,7 
720 +2,26 gi|70991575 Pyruvatkinase  116,0 31,1 6,7/58,3 
740 +2,84 gi|71001310 
Actin Zytoskeletprotein 
(VIP1) 
28,4 9,8 5,9/28,2 
764 +3,76 gi|44890043 Hypoth. Protein  33,4 16,0 4,9/29,8 
810 +1,53 gi|70984557 Acetylglutamatkinase 93,3 18,1 8,9/99,4 
825 +2,05 gi|70983378 Cholinoxidase (CodA) 33,2 11,8 6,4/60,1 
893 +1,58 gi|146322501 Faktor EF-1 α UE  101,0 31,0 9,9/53,6 
1015 +2,29 gi|70997323 Konserv. hypoth. Protein  30,8 17,1 9,9/28,6 
1105 +2,00 gi|70991893 Bisphosphatnuckleotidase  39,7 18,1 5,5/44,1 
1162 +2,95 gi|70999137 40S ribosomales Protein 106,0 45,6 4,7/32,1 
1163 +1,99 gi|70998757 Konserv. hypoth. Protein  33,5 18,4 5,2/25,8 
1170 -2,02 gi|70991585 WD repeat Protein  33,9 7,9 5,7/126 
1247 +1,68 gi|70991156 CBS and PB1 Protein 38,7 11,6 6,0/71,8 
1273 +1,66 gi|70992133 Aldehydreduktase (AKR1) 154,0 54,8 6,0/37,2 
1388 +2,06 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase 90,2 41,9 7,8/37,5 
1444 +1,71 gi|70983346 Hsp70 Chaperon (HscA) 51,8 13,2 5,2/66,9 
1793 +1,78 gi|70982225 Xpt1 71,8 49,1 4,7/19,5 
1896 +1,65 gi|70994244 Peroxiredoxin Prx1 105,0 54,0 5,3/23,4 
1941 +1,88 gi|70981668 
CorA family Metal- ion -
Transporter 
40,8 18,0 6,1/45,1 
1972 +1,62 gi|70983638 
mitochondriale ATPase UE 
ATP4 
53,7 19,7 9,8/29,7 
1986 +1,85 gi|70988905 Konserv. hypoth. Protein  37,7 13,5 6,1/50,3 
1990 +1,65 gi|70999137 40S ribosomales Protein 89,1 41,1 4,7/32,1 
    
   
7 
  
    
703 +4,23 gi|70982372 
Acetylglucosaminpyrophos
phorylase  
156,0 33,2 5,7/56,7 
974 +1,51 gi|70981668 
CorA family Metal- ion -
Transporter 
41,4 18,0 6,1/45,1 
1404 +1,51 gi|70992617 Ubiquinonoxidoreduktase  225,0 46,3 9,1/43,7 
1445 +2,65 gi|70991673 Lactoyl-Glutathionlyase  66,1 25,2 5,9/36,5 
1546 +1,89 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase  90,8 34,0 7,8/37,5 
2356 -2,87 gi|70985228 Mst3-like Proteinkinase 33,8 14,1 6,2/57,8 
2410 -2,96 gi|71001246 Proteinkinase (NpkA) 27,5 9,6 9,6/53,7 
2742 -2,66 gi|70991156 CBS and PB1 domain 35,8 13,0 6,0/71,8 
    
   
8 
  
    
394 -3,78 gi|70991066 Konserv. hypoth. Protein  52,3 6,3 4,6/227 
429 +2,08 gi|146323362 Kationentransporter ChaC 42,9 24,9 5,1/34,1 
464 -11,3 gi|70994782 
Hypoth. Protein 
AFUA_4G06580  
31,2 36,7 5,6/8,4 
473 +1,75 gi|70989201 Kinesin family Protein  36,1 10,6 10,4/111 
484 +2,31 gi|70995660 
Translationselongationsfact
or EF-Tu  
34,8 15,0 6,6/48,3 
1031 +1,77 gi|70984206 
Translationselongationsfact
or eEF-1 γ UE 
125,0 35,3 7,8/54,1 
1062 +1,52 gi|70986458 Coenzyme A transferase 37,4 14,6 9,3/56,1 
Anhang 
1314 +2,05 gi|70993334 
G-protein Komlpex β UE 
CpcB  
69,0 27,2 6,1/35,0 
1360 +2,68 gi|70982604 Alkoholdehydrogenase 127,0 45,6 7,8/37,5 
1722 -3,58 gi|71002010 Faktor EF-2 UE 34,2 5,7 6,5/93,1 
1734 -3,81 gi|70991156 CBS and PB1 Protein  36,3 13,0 6,0/71,8 
2166 -4,04 gi|70990380 dUTPase (Dut) 35,9 18,8 9,5/26,5 
    
   
9 
  
    
484 
b +3,67 gi|70995930 Transketolase TktA  
63,2 17,5 6,1/74,8 
700 +1,55 gi|70991443 Enolase/Allergen Asp F 22  138,0 42,5 5,3/47,3 
713 -3,56 gi|70997529 
APSES 
Transkriptionsfaktor  
50,0 18,0 7,7/47,0 
719 +1,83 gi|71002144 Proteinkinase 42,8 11,3 9,1/73,2 
1655 -2,35 gi|71001838 
Hypoth. Protein 
AFUA_2G12690  
35,1 34,8 5,0/12,2 
1885 -2,35 gi|70991893 Bisphosphatnukleotidase  37,2 16,1 5,5/44,1 
1925 -2,11 gi|70984591 
nascent Polypeptid-assoz 
Komplex (NAC)   
50,2 30,6 5,2/20,5 
1940 +1,52 gi|70985578 
GNAT family N-
acetyltransferase, putativ  
27,3 16,5 6,4/28,5 
1948 -2,31 Gi 17426133 Cu/Zn Superoxiddismutase 43,3 34,6 5,8/15,9 
+/- gibt die Veränderung der relativen Spotvolumenintensität an.  
Biologische Replikate sind mit grünen Nummern in der Tabelle gekennzeichnet.  
Anhang 
Erzeugung des Deletionskonstrukts ∆gsno/Af. 
Zur Deletion des Nitrosoglutathionreduktasegens gsno1 in A. fumigatus wurden dessen 
flankierenden Bereiche mit Hilfe der Primer 25/26  und 27/28 in einer PCR mit genomischer 
DNA als Matrize amplifiziert. Das PCR Produkt der linken Flanke umfasste einen Bereich 
von 1013 Basenpaaren und trug eine SfiI und eine XmaI Schnittstelle zur späteren Klonierung. 
Die rechte Flanke wurde als 820bp grosses PCR Produkt amplifiziert, die Überhänge für den 
Verdau mit SfiI und XhoI trug. Beide Flanken wurden direkt SfiI/XmaI bzw. SfiI/XhoI verdaut 
und mit dem SfiI/XmaI/XhoI verdauten Vektor pSK275 ligiert. pSK275 ist ein pUC 18 
Derivat, das die Pyrithiaminresistenzkassette zur Selektion in A. fumigatus trägt (S. 
Krappmann; persönl. Mitteilung). Da SfiI Überhänge variable Basenpaare enthalten, war nur 
eine gerichtete Ligation der Fragmente möglich. Der Ligationsansatz wurde in E. coli 
transformiert und das Plasmid zur Deletion von gsno1 in A. fumigatus pSK275∆gsno1-PtrA 
reisoliert. Zur gsno1 Deletion im ∆fhp1 Deletionsstamm wurde das ∆gsno1 Konstrukt auf 
Hygromycinresistenz umkloniert, da der ∆fhp1 Stamm bereits pyrithiaminresistent war. Zur 
Amplifizierung der Hygromycinresistenzkassette wurden die Primer Af13 und Af15 (Zur 
Verfügung gestellt von J. Schmaler) mit dem Vektor pUChph als Matrize in einer PCR 
eingesetzt. Das erhaltene PCR Produkt war 3,1 kb gross und  umfasste den gpdA Promotor, 
das hph Gen zur Hygromycinresistenz und den NOS Terminator. Das Fragment wurde nach 
Verdau mit SfiI direkt in den pSK275∆gsno/SfiI Vektor ligiert. Der entstandener Vektor 
pSK275∆gsno1-hph ist in Abbildung IA dargestellt und diente der Isolation des 
Deletionskonstrukts durch einen BssHII Restriktionsverdau.  
 
Deletion von gsno im A. fumigatus Wildtyp und ATCC∆fhp1 Stamm.  
Nachdem die Deletion der Nitrosoglutathionreduktase in C. neoformans die Virulenz des 
∆fhb1 Stammes weiter reduzierte, wurde nicht nur der A. fumigatus Wildtyp sondern auch der 
ATCC∆fhp1 Stamm (M. Vödisch) mit dem ∆gsno Konstrukt transformiert. Im Gegensatz zu 
den ∆Afyap1 und ∆Afskn7 Deletionsstämmen zeigte der ∆fhp1 Stamm erhöhte Sensitivität 
gegen DETA NO auf Platte (Martin Vödisch, persönliche Mitteilung). 
Das Deletionskonstrukt ließ sich mit dem Restriktionsenzym BssHII aus dem Vektor 
pSK275∆gsno-hph ausschneiden und zur Transformation von A. fumigatus einsetzen. Nach 
erfolgreicher Transformation des ATCC Wildtyp und des ATCC∆fhp1 Stammes konnten 6 
hygromycinresistente Transformanten isoliert und im Southern Blot getestet werden. Aus 
ihnen wurde genomische DNA isoliert. Als Sonde diente die rechte Flanke des 
Deletionskonstrukts (Abbildung IB). Transformation und „Southern Blot“ wurden in 























































Abbildung I: Deletion der 
Nitrosoglutathionreduktase in A. 
fumigatus. A) Deletionsvektor 
pSK275-∆gsno1-hph trägt die 
flankierenden Bereiche des gsno1 
Gens (blau) an den Seiten der  
Hygromycinresistenzkassette/hph 
(rot). B) Schematische Darstellung 
des gsno1 Lokus in der 
Wildtypsittuation (blau) und bei 
Integration des Deletionskonstrukts 
(weiss).  
 
